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RESUMO

Atualmente o virus do Dengue ¢ considerado um dos principais problemas de saude publica
mundial. O virus do Dengue possui sete proteinas ndo estruturais relacionadas com a
infeccdo: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5, que sdo importantes na replicacdo e
viruléncia, sendo a NSI comum aos quatro sorotipos. A técnica de testes
imunocromatograficos, ¢ baseada na utilizagdo de tiras de um material suporte, impregnadas
com reagentes secos que sdo ativadas pela aplicagdo de amostras fluidas. A utilizagdo de
anticorpos policlonais dos ovos de galinhas (IgY) tem sido empregada para a captura de
antigenos devido a alta sensibilidade e por ser um processo econdmico. O projeto teve por
objetivo desenvolver ensaios imunocromatograficos para a detec¢do de proteina NSI,
presente no sangue dos pacientes infectados. Desenvolveram-se os ensaios imunizando
galinhas com o antigeno NS1, e os anticorpos IgY anti-NS1 foram obtidos a partir da gema do
ovo, purificados por meio de precipitacdo utilizando PEG 6000, e posteriormente dialisadas.
Quantificou-se os IgY por varredura na faixa de 400 a 650 nm em NanoVue®. Analisou-se o
funcionamento do anticorpo purificado pelos métodos de ELISA e Dot Blotting. Conjugou-se
IgY anti-NS1 com ouro coloidal (40 nm, ODI, Diagnostic Consulting Network™) e
impregnou-se em membranas Fusion 5 e Millipore G041 (Diagnostic Consulting Network™).
As membranas AE98, HF180 ¢ MPI125 (Diagnostic Consulting Network™) foram
impregnadas com NSI. Os kit foram montados e testados em diferentes condigdes, 0s
tampdes utilizados foram PBS, PBS tween 0,05% e Tris 100 uM pH 7.,4. Obteve-se resultados
positivos com o aparecimento de cor para os testes de ELISA, Dot Blotting, conjugagio,
impregnag¢ao. Também houve aparecimento de marcagdo nas areas impregnadas para testes de
corridas dos kits desenvolvidos, sendo dois deles com resultados mais satisfatorios. Portanto,
a partir dos resultados obtidos conclui-se que o método desenvolvido foi capaz de detectar a
presenga de NS1 e pode ser utilizado: para padronizar a técnica, dar continuidade ao projeto e

desenvolver um kit confidvel e de qualidade com tecnologia nacional.

Palavras-Chave: Dengue, NS1, IgY, Purificagdo, Imunocromatografia.



ABSTACT

Currently the virus Dengue is considered one of the main problems of global public health.
Dengue virus has seven non-structural proteins related to infection: NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b e NS5, which are important in virulence and replication, NS1 being common to
all four serotypes. The immunochromatographic test technique is based on the use of strips of
a support material impregnated with dried reagents that are activated by application of fluid
samples. The use of polyclonal antibodies from chicken eggs (IgY) has been used for capture
of antigens due to high sensitivity and to be an economic process. The project aimed to
develop immunochromatographic assays for the detection of NS1 proteins present in the
blood of infected patients. The assays were developed by immunizing chickens with NSI
antigen and antibodies IgY anti-NS1, derived from egg yolk, were purified by precipitation
using PEG 6000, and subsequently dialyzed. It is quantitated by scanning the IgY the range of
400 to 650 nm in NanoVue®. We analyzed the operation of the purified antibody by ELISA
methods and Dot Blotting. Was coupled-IgY anti-NS1 with colloidal gold (40 nm, ODI1,
Diagnostic Consulting Network™) and was imbued in membranes: fusion 5 and Millipore
G041 (Diagnostic Consulting Network®). The membranes AE98, HF180 and MP125
(Diagnostic Consulting Network®™) were impregnated with NS1. The kit have been assembled
and tested under different conditions, the buffers used were PBS, PBS Tween 0,05% and Tris
100 uM pH 7.,4. Positive results were obtained with the appearance of color for ELISA tests
Dot Blotting, conjugation and impregnation. There was also the appearance of marking areas
impregnated for running tests developed kits, two of them with more satisfactory results.
Therefore, from the results obtained it is concluded that the proposed method is able to detect
the presence of NS1 and can be used to standardize the technique, to maintain the project and

developing a reliable quality with national technology kit.

Keywords: Dengue, NS1, IgY, Purification, Inmunochromatography.



1. INTRODUCAO

1.1 ADENGUE

Atualmente o virus da Dengue ¢ considerado um dos principais problemas da saude
publica mundial, sobretudo nas regides tropicais e subtropicais do planeta. Também ¢ tido
como 0 mais importante arbovirus, em termos de morbidade e mortalidade, que afeta o

homem (GUBLER, 1995; PINHEIRO, 1997; GUHA-SAPIR, 2005).

O mundo moderno apresenta condi¢des favoraveis socioambientais para uma répida
expansao dos vetores do virus, principalmente o mosquito Aedes aegypti (Figura 1) o que fez
com que se espalhasse por uma area onde vivem cerca de 3,5 bilhdes de pessoas em todo o
mundo. A Organizagdo Mundial da Saude estima que entre 50 a 100 milhdes de pessoas se
infectam anualmente, em mais de 100 paises, sendo que os surtos ocorrem durante ou logo

apos os periodos chuvosos (KOW, 2001; CAMARA, 2007; LEONG, 2007).

Figura 1. Mosquito Aedes aegypti, vetor do virus da Dengue.
Fonte. Ministério da Saude — Decit 2006.
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O Aedes aegypti ¢ um mosquito de habitos domésticos e diurnos que utiliza a dgua
limpa acumulada em recipientes para deposi¢do dos ovos. Os mosquitos apresentam ampla
capacidade de adaptagdo as situagdes ambientais desfavoraveis e os ovos depositados sdo
capazes a resistir a altos niveis de dessecagdo. Um dos fatores relacionados a alta
disseminagdo do vetor sdo o acelerado crescimento populacional ¢ a urbanizagdo
desordenada. Esses fatores causam uma ma distribui¢do da renda, fazendo com que cada vez
mais pessoas vivam em regides onde o abastecimento de 4gua, a rede de esgoto e a coleta de
lixo sdo precarias, ou ainda, sdo inexistentes. Sem o fornecimento continuo de agua, a
populacdo se v€ obrigada a estocar dgua em depodsitos domésticos, gerando diversos
criadouros para o Aedes. Assim como o abastecimento, as precarias coletas de lixo também
geram um aumento de criadouros para o mosquito, ja que ha um actimulo de lixo em areas

peridomiciliares (CLARO, 2004).

No Brasil as condi¢des socioambientais sdo propicias para a disseminagdo do
mosquito e, consequentemente, o nimero de casos da doenca ¢ elevado, atingindo milhares de
brasileiros todos os anos. Segundo dados divulgados pelo governo federal, anualmente sao
gastos cerca de 533 milhdes de reais para o combate da doenga. Neste cenario
epidemioldgico, torna-se indispensavel a disponibilidade de produtos que apresentem
desempenhos satisfatorios para a realizacdo dos testes clinicos laboratoriais, rastreamento e

confirmagdo da presenca do virus em caso de epidemias (SIQUEIRA, 2005).

1.2 DENGUE VIRUS

O Dengue virus (DENV) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, e
transmite-se a0 homem através da picada de mosquitos hematofagos fémeas de género Aedes,
particularmente o Aedes Aegypti (Ae. Aegypti). Atualmente sdo conhecidos quatro sorotipos
do virus da Dengue, denominados como DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, sendo que
a infec¢do pode ocorrer a partir de qualquer um dos quatro sorotipos. Caso o paciente seja
infectado por qualquer um dos quatro sorotipos pela segunda vez, a doenca se desenvolve em
uma forma mais grave, chamada de febre hemorragica (BURKE, 2001, LINDENBACH,
2001).
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Na Figura 2, pode-se observar uma imagem de microscopia eletronica contendo

c¢lulas do Aedes aegypti infectadas com o virus do dengue.

Figura 2. A imagem, produzida por microscopia eletronica, contendo células do mosquito A. aegypti

infectadas pelo virus da dengue (pontos pretos). Fonte. Instituto Oswaldo Cruz.

J4

O virus do dengue ¢ composto por uma fita Unica de 4cido ribonucleico, com
polaridade positiva contendo aproximadamente 11 Kb. O genoma possui uma unica sequéncia
de leitura aberta que codifica a formag¢do das inimeras proteinas virais, sendo flanqueada por
duas regides nao codificantes 3° UTR e 5° UTR, que sdo importantes para a regulacdo ¢
expressdo do virus. A sequéncia gendmica codifica trés proteinas estruturais e sete proteinas
ndo estruturais que sdo: proteina do capsideo (C), proteinas do envelope (E) e proteinas de
membrana (M). As proteinas nao estruturais (Figura 3) sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5, e s3o responsaveis pelas atividades reguladoras e de expressdo do virus,
incluindo replicacdo, viruléncia e patogenicidade. Um importante alvo dos anticorpos para
DENV ¢ a proteina NS1, uma glicoproteina conservada que parece ser essencial para a
variabilidade do virus, sendo expressa na superficie das células infectadas e se encontra na
circulagdo como uma substancia solavel (SILVA, 2011; NUNES, 2011; ACOSTA-BAS,
2005; ARTIMOS, 1999).
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Figura 3. Desenho esquematico da fita inica de acido ribonucléico do virus do Dengue, com suas proteinas

estruturais e nio estruturais. Fonte. Mayo Clinic (Mayo Medical Laboratories).

1.3 DIAGNOSTICO

O diagnostico da Dengue ¢ dificil quando se baseia apenas nos aspectos clinicos, uma
vez que os sintomas podem ser confundidos com outras doengas. O diagndstico especifico se
da por meio do isolamento viral, deteccdo do antigeno, deteccdo do acido nucleico viral ou
pesquisa de anticorpos. No entanto, buscam-se alternativas para o diagnostico visando a
minimizagdo do tempo e custos (ROLIM, 2005).

O diagnostico da Dengue pode ser realizado em dois momentos distintos: no estagio I
e no estagio II. No estdgio I h4 a presenca da febre e da viremia e sdo acompanhadas por altos
niveis de proteinas ndo estruturais no sangue dos pacientes. Ja no estagio II, algumas semanas
apods a infec¢do e o periodo febril, os titulos de anticorpos IgM e IgG especificos para as
proteinas virais estdo presentes em maiores concentracdes. A deteccdo dos anticorpos IgM €
detectavel em pacientes com infec¢do primaria dentro de 2 dias, normalmente ocorre apos a
diminui¢do da viremia e da febre, atingindo um pico em duas semanas. Os niveis de IgG nas
infec¢des primarias sdo baixos, sendo maior nas infecgdes secundarias. A evolugdo dos niveis
de viremia, IgM e IgG nas infec¢des primarias e secundarias, podem se observadas na Figura
4 (ROMANOS, 2008; BALMASEDA, 2008; MIZUNO, 2007, KULARATNE, 2005;
ROLIM, 2005; BALMASEDA, 2003; HARRIS, 2000; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1997; KUNO, 1991; FERNANDEZ, 1990).
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Figura 4. Resposta Antigeno-Anticorpo contra a infeccio pelo virus do Dengue.
Fonte. Franceschi Medicina Diagnodstica (AMD). — Modificado.

O ensaio de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), ¢ frequentemente
utilizado para confirmagdo do diagndstico do Dengue, detectando anticorpos do tipo IgM ou
IgG ou ainda para a detec¢do das proteinas NS1 em amostras coletadas uma semana apos o
inicio dos sintomas. Trata-se de uma andlise "a posteriori” limitada para o diagndstico rapido
em doentes durante o inicio da fase sintomatica. Os testes estdo disponiveis nos laboratérios
centrais do pais, sendo o ELIS4 IgM utilizado para indicar infecg¢des primarias e o ELISA 1gG
para indicar as infec¢des secunddarias (CHINNAWIROTPISAN, 2008; TRAN , 2006;
RUANGTURAKIT, 1994).

O teste imunoenzimatico para captura de imunoglobulina IgM, mais conhecido como
MAC-ELISA tem sido uma valiosa ferramenta para a vigilancia da Dengue e da febre
hemorragica da Dengue. Durante epidemias, esse teste possui a vantagem de diagnosticar

rapidamente a propagagdo da transmissdo da doenca. Em geral, no MAC-ELISA ocorrem
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reacdes cruzadas com todos os sorotipos do Dengue e de outros flavivirus, tais como os da
encefalite japonesa, encefalite St. Louis ¢ o da febre amarela. Por apresentar otima
sensibilidade em detectar anticorpos IgM, esta técnica tem sido muito usada na fase aguda,
porque tais anticorpos se tornam detectaveis em at¢ 5 a 10 dias depois da manifestacdo da
doenga (ABBASI, 2009; BLACKSELL, 2008; LAPPHRA, 2008; KUMARASAMY, 2007;
DUSSART, 2006; SHU, 2004; ALCON, 2002; YOUNG, 2000; VORDAM, 1997).

A utilizagdo dos conhecimentos da biologia molecular proporcionou o aparecimento
de novas tecnologias associadas a detec¢do quantitativa e analise qualitativa de patdgenos
humanos em animais (ALLICE, 2007, ALFARESI, 2007; LEVI, 2007; SAMPATH, 2007,
SANDRES-SAUNE, 2007; KINAI, 2007; GIRALDI, 2006; PINAR, 2002).

Os sintomas iniciais da infec¢do pelo virus dengue sdo inespecificos, e o diagndstico
diferencial ¢ feito para diversos doengas, tais como: influenza, enteroviroses, doencas
exantematicas (sarampo, rubéola, parvovirose ¢ mononucleose infecciosa), hepatites virais,
hantavirose, febre amarela, malaria, riquetsioses, alergias cutaneas e outras infecgdes que
possam ser epidémicas na regido de ocorréncia do caso. A utilizacdo de um teste rapido e
sensivel baseado no principio imunocromatografico, para detec¢do da proteina ndo estrutural
NS1 ¢ uma alternativa extremamente interessante para auxiliar o diagnostico da dengue
(SULUSHASH, 20009).

A técnica de teste imunocromatografico, originalmente chamada de imunoensaio de
particulas sol (SPIA) ¢ uma metodologia de deteccdo baseada na utilizagdo de tiras de um
material suporte, impregnadas com reagentes secos que sdo ativadas pela aplicacdo de
amostras fluidas. Um sistema tipico de ensaio imunocromatografico consiste de uma
membrana, sobre a qual estd situada uma pequena por¢do de material absorvente (usualmente
silica) que ird receber a amostra contendo um conjugado, o qual apds reagir com a substancia
de interesse ird migrar através da membrana até alcancar uma regido de deteccdo, contendo
particulas conjugadas a um sistema de detec¢do, com tamanho variando de 15 a 800 nm,
feitas usualmente de ouro coloidal, latex ou ainda selénio ou carbono. Particulas de latex
podem ser coloridas ou ainda conjugadas com sondas fluorescentes, aumentando a
sensibilidade dos ensaios, o esquema do teste pode ser observado na Figura 5. Aplicagdes
desta metodologia incluem testes para deteccdo de patdgenos, drogas, hormodnios e
metabdlitos presentes em amostras médicas, veterindrias, alimentos, andlises ambientais e
outros (ANTHONY, 2009; SHANGIJIN, 2008; REID, 2001; BRANCH, 1999; BRUNING,
1999).
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Teste Controle

Almofada de Almofada de Membrana Almofada de
Amostra Conjugado Teste Absorgdo

Figura 5. Esquema do teste imunocromatografico de fluxo lateral.

1.4 IMUNOGLOBULINAS Y

Para o desenvolvimento dos testes de imunodeteccdo muitos pesquisadores tém
utilizados os anticorpos policlonais IgY para a captura dos antigenos devido a alta
sensibilidade. As IgY, nome originario de “yolk™ (gema), sdo produzidas pelas aves e se
encontram predominantemente na gema do ovo. A principio esses anticorpos eram chamados
de IgG, mas estudos mostraram que designé-los desta forma era inadequado, pois existem
significativas diferencas estruturais entre eles. Funcionalmente, os anticorpos IgY sdo
equivalentes a IgG dos mamiferos, mas a galinhas também produzem anticorpos das classes
IgM e IgA, ambas presentes na clara do ovo (VASCONCELOS, 2010).

Atualmente ndo hd um consenso com relagdo a massa molar das IgY, mas ficou
estabelecido que sua massa ¢ de aproximadamente 180 a 200 KDa, enquanto a IgG possui em
média de 160 KDa. Outra diferenga entre elas estd na cadeia leve da IgY que ¢ considerada
mais leve que a da IgG (em média 25 KDa) e na sua cadeia pesada que ¢ considerada mais
pesada que a da IgG (em média 55 KDa). Além da massa molar, essas duas moléculas se
distinguem em uma ligagdo de dissulfeto entre a cadeia pesada varidvel e a cadeia pesada
constante presente apenas na IgG. Essa liga¢do confere maior estabilidade em sua estrutura,
porém reduz sua flexibilidade. A Figura 6 ¢ possivel ver também que a IgY possui quatro
cadeias carbonicas ligadas na lateral da cadeia pesada constante, enquanto a IgG possui

apenas duas dessas cadeias (ARAUJO, 2007; FISCHER, 1996).
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Dobradica

Cv3 Cv4

Figura 6. Comparacio estrutural entre IgG e IgY.
Fonte: ARAUJO, 2007.

A producdo e purificacdo de IgY a partir de ovos de galinhas tem atraido a atengdo dos
pesquisadores devido as vantagens de utilizacdo dessa imunoglobulina em relacdo a IgG.
Devido a distancia genética entre os mamiferos e as aves, quando os antigenos de mamiferos
sdo inoculados nas aves geram uma resposta mais forte e com maior afinidade. A quantidade
de anticorpos obtidos por ovo é expressivamente maior, ¢ ha uma reducdo no numero de
animais utilizados. As galinhas poedeiras acumulam altos niveis de IgY, de acordo com Shin
(2002, apud Fischer ef al.,1994) estima-se que 1mL de gema de ovo contenha 9,4mg de IgY ¢
cada ovo, aproximadamente 10mL de gema. Supondo que uma ave coloque 20 ovos por més,
e aproximadamente 240 ovos (2.400mL de gema de ovo) por ano, portanto, uma ave
imunizada teria um rendimento de aproximadamente 23g de IgY por ano (ARAUJO, 2007).

As aves tém capacidade de transferir anticorpos maternos do soro para a gema do ovo
com o objetivo de conferir imunidade passiva para o embrido e neonato. Outro fator favoravel
da utilizacdo da tecnologia de IgY ¢ o bem estar do animal. A obten¢do desse tipo de
anticorpo ¢ natural, menos invasiva o que reduz o sofrimento dos animais, diferentemente do

J4

que ocorre na coleta em mamiferos, pois somente a coleta dos ovos € necessaria apds a
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imunizagdo, o isolamento da IgY ¢ rdpido e simples, pequenas quantidades de antigeno sdo
requeridas para obter altos e duradouros titulos de IgY da gema do ovo de aves imunizadas, e
a manuten¢do das aves ¢ um processo mais econdomico (SCHADE, 2005; TINI, 2002;
MURATA, 1996; HATTA, 1993; GASSMANN, 1990; GOTTSTEIN, 1985).

Os lipideos, a dgua e as proteinas sdo os trés constituintes majoritarios da gema do
ovo, onde as IgY sdo encontradas. A 4gua corresponde a aproximadamente 50% da
composi¢do, os lipideos correspondem a 33% e as proteinas a 15-17%. Quando a gema do
ovo ¢ centrifugada ha a formagdo de duas fragcdes, uma das fracdes ¢ chamada de granular e a
outra de plasma. A fracdo granular ¢ composta por aproximadamente 70% de lipoproteinas de
alta densidade, 12% de lipoproteinas de baixa densidade e 22% das proteinas totais. O plasma
¢ composto 78% das proteinas totais, sendo 86% de lipoproteinas de baixa densidade e 14%

de glicoproteinas globulares livres de lipideos (LEE, 2000).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver ensaios imunocromatograficos para a
detec¢do de proteinas ndo estruturais NS1, presentes no sangue dos pacientes infectados. O
desenvolvimento de reativos para Dengue vem de encontro aos interesses publicos, uma vez
que o diagnostico precoce da doenga, bem como a caracterizagdo da gravidade da mesma
permite a instalagdo de um tratamento mais efetivo, rapida localizagao de focos endémicos e a
prevencdo da expansdo destes focos. No mercado nacional as empresas que oferecem
produtos similares trabalham com tecnologia estrangeira.

A criagdo de ensaios imunocromatograficos para detecgdo da proteina viral NS1, com
reativos de tecnologia nacional permitird a diminui¢do dos custos e, consequentemente,

viabilizaré a oferta destes com pregos mais acessiveis aos observados no nosso pais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Produzir e purificar de anticorpos anti-NS1.
— Produzir conjugados de anticorpos.

— Confeccionar kits para deteccdo da proteina NS1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 IMUNIZACAO

A imunizagdo das galinhas foi realizada injetando 200 pg de antigeno NS1 diluido na
proporg¢ao de 1:1 com adjuvante completo de Freund no musculo peitoral. Com intervalos de
21 dias, aplicaram-se mais dois refor¢os da imunizacao, utilizando 100 pL do antigeno NS1
em adjuvante incompleto de Freund diluido na proporgao de 1:1.

A utiliza¢do das galinhas foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —

CEUA - UFSJ no dia 31 de outubro de 2012.

3.2 PURIFICACAO DE IgY

Com os ovos coletados desde a primeira postura purificou-se as IgY empregando o
método modificado de precipitagdo em polietilenoglicol (PEG) descrito por Pauly et al.,
procedimento que possui trés etapas de precipitacdo da gema com PEG 6000. A purificagao
inicia separando-se a clara da gema e vertendo o conteido da gema em um tudo falcon. E
adicionada a gema na propor¢ao de 2:1 uma solucdo contendo Tampao Salino Fosfato (PBS)
e 5,2% (M/V) de PEG 6000. A mistura ¢ homogeneizada, incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente sob agitagdo mecanica e centrifugada a 4°C por 20 minutos a 2500 x g.
Nessa etapa do procedimento de purificagdo, a suspensdo ¢ separada em duas fases, uma fase
que consiste em particulados da gema e substancias lipidicas, essa ¢ a fase mais densa e deve
ser descartada e uma fase aquosa contendo proteinas, dentre elas a IgY.

Filtrou-se a fase liquida com um pedago de algoddo e adiciona-se 1:4 uma solugao
contendo PBS e 42,5% (M/V) de PEG 6000. A mistura ¢ homogeneizada, incubada e
centrifugada utilizando a condicdo descrita acima. Nessa etapa o sobrenadante deve ser
descartado, ja que a proteina de interesse encontra-se no pellet. Solubilizou-se
cuidadosamente o pellet em 5 mL de PBS com 24% (M/V) de PEG 6000, incubou-se e

novamente, centrifugou-se. Por fim solubilizou-se o pellet em 5 mL de PBS.
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A solugdo de IgY foi dialisada utilizando uma membrana com poros que permitem a
passagem de moléculas com tamanho de 12-14,000 KDa, dessa forma todos os residuos de
PEG 6000 ¢ sais remanescentes sdo eliminados. A didlise foi realizada inicialmente contra
uma solu¢do de NaCl 1M e posteriormente contra uma solu¢do de PBS pH 7,4 sob

refrigeragdo a 4°C e agitacdo magnética por 12 horas.

3.3 QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS IgY

3.3.1 Quantificacio de IgY por Espectrofotometria

Para determinar a concentragdo de IgY purificada, utilizou a espectrofotometria, onde
a concentra¢do do produto purificado foi estimada no espectrofotdmetro NanoVue® utilizando
uma programagdo do aparelho. Essa programagao utiliza o coeficiente de extingdo molar de
IgG, em comprimento de onda de 280 nm, uma vez que as estruturas sdo similares e
apresentam um coeficiente de extingdo molar similar. A concentracao fornecida pelo aparelho
se refere a concentragdo total das proteinas presentes no purificado da gema, ndo somente a

IgY.

3.3.2 Caracterizacio por Eletroforese

A eletroforese foi realizada utilizando um gel de poliacrilamida na presenca de Lauril-
Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) a 10% (M/V), onde a amostra de IgY desnaturada por 5
minutos a 95°C em um tampao de desnaturagcdo contendo dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 4%;
glicerol 20%, B-mercaptoetanol 12 %, Tris 50 mM, pH 6,8, azul de Bromofenol 0,05% e um
padrdo de massa molar de 260-10 kDa (Espectra™ Multicolor, Fermentas®) foram aplicados
nas canaletas e submetidos a uma corrente de 90mA. Em seguida corou o gel com uma

solu¢do de Comassie Blue 1% para visualizar as bandas apresentadas.
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3.3.3 Detecgao por Dot Blotting

A deteccdo da capacidade de reconhecimento da especificidade da IgY foi realizada
através da ligagdo do anticorpo em uma membrana de nitrocelulose impregnada com NSI
previamente preparada.

Realizou-se a impregnacdo da membrana aplicando pontos contendo 2 puL de proteina
NS1 recombinante na concentragdo de 1mg/mL na membrana ativada em metanol por 15
segundos. Secou-se a membrana por uma hora em estufa a 37°C. Depois de seca a membrana
foi cortada de forma que cada pedago contenha um ponto de proteina impregnada. Para evitar
a ligacdo inespecifica, bloqueou a membrana por 1 hora sob agitagdo mecanica a temperatura
ambiente em PBS pH 7,4 5% de albumina 0,05% de tween. Terminado o tempo de bloqueio,
a membrana foi lavada 3x por 5 minutos com PBS 0,05% de tween.

Aplicou-se sobre as membranas uma solugdo contendo a IgY purificada diluida na
proporgao de 1:250 em solugdo de PBS 5% de albumina 0,05% de tween. Incubou-se por 1
hora a temperatura ambiente, sob agitagdo mecanica. A membrana foi novamente lavada 3x
por 5 minutos com PBS 0,05% de tween.

Adicionou-se anticorpo Anti-IgY conjugado com peroxidase de rabanete (HRP)
diluido na propor¢do de 1:5000 em solugdo de PBS 5% de albumina 0,05% de tween.
Incubou novamente por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitagdo mecanica, ¢ lavou-se 3x
por 5 minutos com PBS 0,05% de tween.

No final da ultima incubacdo, preparou-se o reagente de revelagdo adicionando 3,3’-
Diaminobenzidina em 40 pL peroxido de hidrogénio a 10% a um volume final de 15 mL de
solugdo tampao Tris-NaCl (50 mM de Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,6). Terminadas as
lavagens da solucdo de Anti-IgY, aplicou-se o reagente de revelagdo sobre a membrana. Apos

o0 aparecimento de cor, interrompeu-se a reagdo adicionando agua ultra pura.

3.4 CONJUGACAO COM OURO COLOIDAL

Confirmada a presenga das IgY e sua capacidade de reconhecer as proteinas NSI,

conjugou-se as solu¢des purificadas com ouro coloidal (40 nm, Densidade Otica 1, Diagnostic
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Consulting Network™) nos pHs 7,0 e¢ 8,0. Em seguida foi realizada a leitura no
espectrofotometro na faixa de 400 a 650 nm.

O anticorpo conjugado foi ativado adicionando 10% de sacarose ¢ 5% de trealose e
aplicado em dois tipos de membranas, a Fusion5 e a Millipore G041 (Diagnostic Consulting
Network™). As membranas foram mantidas na estufa a 37°C por aproximadamente 2 horas
para ficarem secas. Todo o anticorpo conjugado foi aplicado nas membranas para garantir sua

estabilidade permitindo seu armazenamento por periodos mais longos.

3.5 TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS

3.5.1 Impregnacio e bloqueio das membranas de Analise

Para dar inicio a montagem dos Kkits, teste sobre as melhores condi¢des de
impregnacdo de NS1 foram realizados ensaios alterando as condi¢cdes de bloqueio.
Impregnou-se as membranas Whatman AE98 e Millipore 125 (Diagnostic Consulting
Network™) com a proteina NS1 na concentragio de 500 ng/mL. Deixou-se secar na estufa por
uma hora a 37 °C, em seguida foi realizado o bloqueio da membrana com uma solugdo de
PBS tween 0,05% albumina 5% ou PBS tween 0,05% leite desnatado 5%, com leve agitacdo
por 1 hora. Terminada a incubag¢do, lavou-se as membranas 3x com PBS tween 0,05%, sendo
cada lavagem mantida sob leve agitacio por 10 minutos. Por fim, as membranas

permaneceram na estufa a 37°C até ficarem completamente secas.

3.5.2 Montagem dos testes imunocromatograficos

Os kits foram montados em uma lamina base adesiva, onde no centro foi colocada a
membrana impregnada com NSI e acima almofada de absor¢do. Abaixo da membrana
colocou-se a almofada de conjugado, membrana que contem a IgY conjugada em ouro

coloidal e em baixo a almofada de amostra. Todas as membranas devem ter uma parte
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sobrepostas a outra, com o objetivo de garantir uma boa corrida do tampao, pois 0 mesmo
migra por capilaridade. Na Figura 7, pode-se observar como os kits foram montados.

Os Kits foram elaborados variando as membranas Whatman Prima 125%, Millipore
AE98" ¢ Whatman HF 180" impregnadas com o antigeno NS1; ¢ as membranas Fusion 5 ¢
Millipore G041 impregnadas com o IgY Anti-NS1 cojugado com ouro coloidal ¢ entdo

testou-se os kits com dois tampdes de corrida, PBS tween 0,05% e Tris 100 uM pH 7,5.

—> Almofada de absorgdo
Whatman Wick C083

—3 Viembrana impregnada com NS1
Whatman Prima 125 e Millipore HF 180

— —3 Almofada de conjugado
Fusion 5 e Millipore G041
> Almofada de da amostra
Whatman Sample 2668

Figura 7. Modelo de montagem dos testes imunocromatograficos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PURIFICACAO DE IgY

4.1.1 Quantificacido de IgY por Espectrofotometria

As concentracdes de estimadas de IgY purificadas de 25 amostras podem ser

observadas na Figura 8.

Concentragdo estimada de IgY

Concentragdo de IgY em mg/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Amostras purificadas

Figura 8. Concentracio estimada de IgY utilizando método de espectrofotometria a 280 nm.

A Pauly et al (2011) descreve que o processo de purificagdo por PEG 6000 resulta em
concentragdes de IgY na faixa de 8,0 mg/mL. De acordo com o grafico acima, apenas a
amostra 9 atingiu o valor descrito. As amostras que apresentaram valores inferiores a 1,0
mg/mL, podem ser desconsideras, uma vez que esses baixos valores podem ser decorrentes de
possiveis erros no processo de purificacao.

Como a maioria das amostras apresentaram concentragdes variando na faixa de 2,0 e

5,0 mg/mL, significa que o processo de purificagdo ocorreu de forma satisfatoria. Apesar
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dessa faixa de concentragdo ser menor do que o indicado na literatura foi um resultado que

apresentou grande reprodutibilidade.

4.1.2 Caracterizacao por Eletroforese

Através da eletroforese, Figura 9, foi possivel observar a presenga de duas bandas com
tamanhos esperados, que representam a cadeia leve e cadeia pesada da IgY. Esse resultado
demonstra que a purificagdo ocorreu conforme o descrito no protocolo de Pauly et al.(2011),

apesar das alteragdes realizadas.

Figura 9. Eletroforese gel dodecil sulfato de sédio - acrilamida (SDS-PAGE) de imunoglobulina IgY anti-NS1
purificados a partir de ovos de galinha, apresentando bandas correspondentes a cadeia pesada, com tamanho

aproximado de S5 kDa e cadeia leve com 25 kDa.
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4.1.3 Deteccao por Dot Blotting

A capacidade de reconhecimento da NSI1 pela IgY purificada foi confirmada pelo
método de Dot Blotting, onde a IgY atuava como o anticorpo primario ¢ um anticorpo Anti-
IgY conjugado com HRP como anticorpo secundario. A Figura 10, apresenta um controle
negativo, que corresponde a purificagdo de IgY a partir do ovo de uma galinha antes da
imuniza¢do imunizada, e uma amostras aleatoria da purificacdo do ovo depois da imunizagdo
da galinha. O resultado positivo para a capacidade de reconhecimento do anticorpo do teste se
da através do aparecimento de um ponto circular onde a proteina NS1 foi impregnada, ¢ do
ndo aparecimento desse ponto no controle negativo, indicando que nao houve ligagao

inespecifica.

| el
I

Controle IgY
Negativo purificada

Figura 10. Resultado do Dot Blotting de uma amostra purificada IgY e um controle negativo.

4.2 CONJUGACAO COM OURO COLOIDAL

A confirmagdo do funcionamento da conjugagao foi realizado utilizando a membrana
de anilise do kit comercial da linha BioClin® Dengue NSI1. Nas figuras 11 e 11 as
conjugacdes foram realizadas no pH 8,0 e na figura 13 a conjugagao foi realizada no pH 7,0.
Os testes apresentaram resultados satisfatorios devido as fortes marcagdes. Observando as
figuras percebe-se que a melhor condi¢do de conjugacdo é no pH 8,0, ja que apresentou a

marcagdo com a coloracao mais acentuada.
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Figura 11. Teste da conjugacio no pH 8,0, utilizando o tampio de corrida PBS tween 0,05%.

Figura 12. Teste da conjugacio no pH 8,0, utilizando o tampio de corrida Tris 100 mM pH 7,4.

Figura 13. Teste da conjugac¢ao no pH 7,0, utilizando o tampio de corrida PBS.

4.3 TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS

4.3.1 Impregnacio e bloqueio das membranas de Analise

A impregnacao e bloqueio das membranas foi analisado substituindo-se a membrana
do kit comercial da linha BioClin® Dengue pela Millipore Prima 125 impregnada com o
antigeno NS1. Para as corridas utilizou-se dois tampdes diferentes o Tris 100 mM pH 7,4 e o

PBS tween 0,05%.
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Os resultados conforme apresentados nas Figuras 14 e 15, exibiram fortes marcagdes,
sendo considerados satisfatorios. Também se observou que ndo houve diferengas

significativas entre os tampdes de corrida.

Figura 14. Teste impregnacio do antigeno na membrana Millipore Prima 125 bloqueada com uma solucio

contendo albumina e utilizando tampao de corrida PBS tween 0,05%.

Figura 15. Teste impregnacio do antigeno na membrana Millipore Prima 125 bloqueada com uma solucio

contendo leite e utilizando tampao de corrida Tris 100 mM pH 7.4.

Analisando as Figuras 14 e 15, percebe-se que a impregnacdo ¢ bloqueio foram
eficientes em ambas as condi¢des escolhidas. O bloqueio com a solucdo contendo a albumina

apresentou melhor resultado, uma vez que a linha de controle possui a coloragdo mais intensa.

4.3.2 Montagem dos testes imunocromatograficos

Montou-se os kits com todos os insumos desenvolvidos no laboratorio, variando as
membranas Whatman Prima 125, Millipore € Whatman HF 180 impregnadas com o antigeno;

e as membranas Fusion 5 e Millipore G041 impregnadas com o IgY cojugado com ouro
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coloidal. Testou-se os kits com os tampdes de corrida, PBS tween 0,05% e Tris 100 uM pH
7,5. Os resuldados podem ser observados na Figuras 16, 17 e 18.

Figura 16. Teste imunocromatografico montado com as seguintes membranas: Whatman Wick C083, Whatman

Prima 125, Fusion 5 e Whatman Sample 2668. A corrida foi realizada com o tampao PBS tween 0,05%.

Figura 17. Teste imunocromatografico montado com as seguintes membranas: Whatman Wick C083, Whatman

Prima 125, Fusion 5 e Whatman Sample 2668. A corrida foi realizada com o tampao Tris 100 mM pH 7 4.

Figura 18. Teste imunocromatografico montado com as seguintes membranas: Whatman Wick C083, Whatman HF
180, Fusion 5 e Whatman Sample 2668. A corrida foi realizada com o tampao Tris 100 mM pH 7,4.

Todos os kits testados apresentram-se reativos, variando apenas a intensidade da cor
da area teste, sendo que as condigoes do teste da Figura 17 apresentou o melhor resultado,

quando comparado com os demais.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o sistema de detec¢do por imunocromatografia ¢
uma alternativa promissora para o desenvolvimento de ensaios de diagndstico para Dengue ¢
outras infec¢des, portanto o método desenvolvido é capaz de detectar a presenga de NS1. A
técnica padronizada e validada pode ser empregada para o desenvolvimento de kit diagndstico
para Dengue que tenha alta sensibilidade e especificidade, empregando-se biotecnologia

nacional.
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