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Russell 1959



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu pai Sebastido
Edson Pereira, que sempre me apoiou e
incentivou a prosseguir rumo ao conhecimento e
ao sonho de tornar o mundo um lugar melhor
para todos, sempre respeitando as diferencas e
absorvendo destas, ideias e Nnovos

entendimentos da vida.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer ao meu orientador Antdnio Helvécio Tétola por toda sua dedicacéo e
receptibilidade. Sua frugalidade, eupatia e curiosidade me inspiraram a todo dia. Sinto-me
honrrada por poder aprender com este mestre.



RESUMO

A dengue € um dos principais problemas de saude no mundo. Para o desenvolvimento de
ensaios de ELISA, faz-se necessaria a produgdo de anticorpos capazes de reconhecer os
antigenos a serem detectados com sensibilidade e especificidade e a conjugagao destes
anticorpos com um sistema de detecgédo. O presente trabalho teve como objetivo produzir,
purificar e conjugar anticorpos IgY (imunoglobulina Y , encontrada em aves) especificos para
a proteina NS1 do Virus da Dengue com a Enzima Peroxidase de rabanete, para utilizagéo
como sistema de deteccdo em ensaios de ELISA direto especifico para diagnéstico de
Dengue. Desta forma, os resultados obtidos comprovam que a purificagdo e marcagao das
IgY especificas para NS1 com peroxidase de rabanete foi eficiente, onde pode-se observar a
presenca de forte marcagdo na amostra conjugada com peroxidase de rabanete (CP) e a

inexisténcia de marcagao no controle negativo (CN).

Palavras-chave: dengue; diagnostico; ELISA; IgY; NS1.



ABSTRACT

Dengue is one of the major health problems in the world. For the development of ELISA
assays, it is necessary to produce antibodies capable of recognizing the antigens to be
detected with sensitivity and specificity and the conjugation of these antibodies with a
detection system. The present work aimed to produce, purify and conjugate specific IgY
antibodies to the NS1 protein of the Dengue Virus with the Radish Peroxidase Enzyme for use
as a detection system in specific direct ELISA tests for Dengue diagnosis. Thus, the results
obtained prove that the purification and labeling of NS1-specific IgY with radish peroxidase
was efficient, in which the presence of strong labeling in the radish peroxidase-conjugated

sample (CP) and absence of labeling In the negative control (CN).

Keywords: dengue; diagnosis; ELISA; IGy; NS1.
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1 Revisao bibliografica

A dengue € um dos principais problemas de saude no mundo. Estima-se que cerca de
100 milhdes de pessoas se infectem anualmente em todos os continentes exceto Europa, e
destes até 500.000 podem desenvolver febre hemorragica do dengue (FHD) ou sindrome de
choque da dengue (SCD) (Leong et all. 2007). A incidéncia mundial da febre do Dengue vem
aumentando desde a Segunda Guerra mundial, tendo como principais fatores a expansao das
populagdes urbanas, a urbanizagdo desordenada, o aumento da densidade do Aedes, além
do aumento dos viajantes via aérea e o rapido deslocamento de pessoas virémicas (Gubler,
1998a; Gubler, 1998b; RigauPerez Et all.(1997). Aliados a estes fatores constam ainda a
auséncia de infraestrutura basica de saneamento, a coleta de lixo inadequada, o aumento da
producdo de descartaveis, a insuficiéncia de recursos para programas de combate ao vetor e
o surgimento de resisténcia dos mosquitos aos inseticidas (FUNASA, 2001).

No Brasil condi¢bes socio-ambientais favorecem a disseminagdo do transmissor e a
cada ano presenciamos o aumento no numero de casos da doenga atingindo milhares de
brasileiros e elevando significativamente os gastos no combate a doenga (Mondini &
Chiaravalloti,2007; Lefevre et all.(2007). Nos ultimos 20 anos, o Brasil sofreu varias epidemias
de dengue. O virus e o vetor se disseminaram no pais e epidemias ocorreram em todas as
regides incluindo as regides mais populosas (Lima et all. 2007). A incidéncia da Dengue no
Brasil teve um crescimento significativo na década de noventa, atingindo o nivel mais elevado
em 1998, quando foram oficialmente registrados cerca de 530 mil casos. Houve uma redugao
acentuada em 1999, com 210 mil casos, e um pequeno crescimento em 2000, quando foram
notificados 240 mil casos (FUNASA, 2002).Em 2002, o numero de mortes causadas pela FHD
excedeu o numero de mortes por maléria, pela primeira vez no Brasil(Nogueira et all. (2007);
Nogueira et all.(2005); Morato et all. (2005); Mondini et all. (2005); Schatzmayr, (2001);
Schatzmayr, (2000).

Os sintomas da dengue séo inespecificos para diferencia-la de outras doengas febris e
nao existem vacinas e/ou terapias alternativas contra esse virus. A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) reconhece como estratégia essencial no processo de otimizagdo dos sistemas
de saude publica e no controle de epidemias o desenvolvimento de diagndsticos rapidos,
praticos, sensiveis, especificos e de baixo custo para detecgdo dos casos de Dengue. O
diagnodstico sorolégico da dengue pode ser realizado em dois estagios distintos: no estagio

inicial da doenca, com a presenca de febre e viremia acentuada, sendo acompanhado por
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altos niveis de NS1 no sangue dos pacientes e no segundo estagio, apds o periodo febril até
algumas semanas apos o periodo de infecgdo quando os titulos de anticorpos IgM e IgG
especificos para proteinas virais estdo presentes em maiores concentragdes (HU et al., 2011;
HUANG et al., 2012). A confirmagao do diagndstico da dengue é rotineiramente realizado pelo
método Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), visando a detecgéo de anticorpos do
tipo IgM em amostras coletadas uma semana apds o inicio do sintomas. Tal técnica pode ser
considerada como uma analise "a posteriori", de utilizag&do limitada para o diagndstico rapido

do doente durante o inicio da fase sintomatica (BORGES et al., 2010).

Para o desenvolvimento de ensaios de ELISA, faz-se necessaria a produgao de
anticorpos capazes de reconhecer os antigenos a serem detectados com sensibilidade e
especificidade e a conjugagao destes anticorpos com um sistema de detecgdo. Os mamiferos
como coelhos, cabras e camundongos sao tradicionalmente utilizados na obtencédo de
anticorpos. O inconveniente ao se trabalhar com estes animais é a necessidade de retirada de
sangue, em intervalos frequentes, para obtengdo de anticorpos, sendo ainda necessario o
sacrificio dos mesmos para obtengdo de volumes maiores de soro. Uma alternativa ao uso
destes animais € a produgdo de anticorpos em galinhas. As aves apresentam as vantagens
de maior facilidade na coleta e o maior rendimento dos anticorpos. Enquanto nos mamiferos é
necessario realizar a sangria para coletar o soro, nas aves isso n&o é necessario. Na
produgdo de anticorpos em aves, apds a imunizagio os anticorpos predominam no soro. Apds
duas semanas, uma maior quantidade de anticorpos € encontrada nas gemas. O titulo dos
anticorpos aumenta com os reforgos. MUNENE (2004) utilizou reforgos no intervalo de 15 dias
para a producdo de anticorpos. WOOLEY & LANDON (1995), BOLLEN et al. (1996) a cada
més fizeram um refor¢o com inoculagéo do antigeno distribuido entre quatro e seis pontos. Ja
HANSEN et al. (1998) utilizaram intervalos de trés semanas. Para isolar IgY das gemas a
maioria dos métodos utilizam Sulfato de Aménio ou PEG(polietiloglicol). Ambas as técnicas
sdo baseadas na precipitagdo proteica diferencial, seguida de centrifugagao, para obtencéo
de anticorpos purificados. A conjugag¢ao de anticorpos para utilizagdo em ensaios de ELISA
pode ser feita com uma série de sistemas de deteccdo, dependendo das necessidades do
ensaio a ser desenvolvido. Os anticorpos podem ser conjugados com enzimas tais como
Peroxidase de rabanete, Fosfatase alcalina ou Biotina-Avidina, que convertem os substratos
especificos, gerando um composto de cor detectavel por espectrometria, permitindo assim a

mensuracgao nos ensaios de ELISA.
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2 INTRODUGAO

Segundo Rigau-Perez et all. (1997), a dengue € uma doenga viral aguda, transmitida
por mosquito, caracterizada por febre, dor de cabega, artralgia, mialgia, erupgéo cutanea,
nauseas e vémitos. As infecgbes sao causadas por qualquer dos quatro serétipos de virus
(DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4). A incidéncia de dengue estda aumentando na maioria das
areas tropicais em todo o mundo. Embora a dengue nao seja endémica nos Estados Unidos
continentais, no Havai ou no Alasca, mais de 500 casos de dengue foram relatados de 1977 a
1994 em residentes dos EUA que visitaram areas endémicas de dengue em todo o mundo. O
aumento da atividade da dengue na Asia, Africa e nas Américas representa uma pandemia
que esta sendo facilitada pelo aumento da viagem aérea, urbanizagdo global, crescimento
populacional, maior abundancia de recipientes descartaveis e ndo degradaveis que podem
servir como sitios de produgdo do Aedes, e a falta de programas eficazes de controle de

mosquitos.

Os motivos do ressurgimento da febre hemorragica da dengue apdés o século 20
segundo Gluber, (1998), sdo complexos € nao sao totalmente compreendidos, mas as
mudancgas demograficas, societarias e de infraestrutura de saude publica nos ultimos 30 anos
contribuiram grandemente para tal fato. Ainda segundo este autor, um grande desafio para
funcionarios de saude publica em todas as areas tropicais do mundo & desenvolver e
implementar programas de prevencéo e controle sustentaveis que reverterdo a tendéncia da
dengue hemorragica emergente. Segundo Mondini et all. (2007), a auséncia de associagdo
encontrada entre risco de ocorréncia de dengue e niveis socioecondmicos na quase
totalidade dos anos estudados mostra que esta € uma questdo que precisa ser mais bem
estudada e, talvez, dependa da realidade de cada municipio. E importante que sejam
verificadas as relagbes espaciais entre a transmissdo de dengue e outras variaveis, como o
grau de imunidade da populagéo, a efetividade das medidas de controle, o grau de infestagéo
pelo vetor, os habitos e atitudes da populacéo, entre outros. Ainda com base nos trabalhos de
Mondini, a caracteristica endémica da transmissao e a ocorréncia diferenciada segundo areas

devem ser levadas em conta na estruturacéo de estratégias para o controle de dengue.

Segundo Lefevre et all. (2007), que teve intuito de conseguir avangos concretos no
controle da dengue e do vetor, a populacdo ndo esta conseguindo discriminar
adequadamente o tipo de agua mais propicia a criagdo do mosquito e que esta desconhece

as fases de desenvolvimento do vetor. Ainda neste trabalho, o autor observou consciéncia
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inadequada de varios elementos da biologia do vetor, bem como da necessaria integragcao
entre poder publico e populagédo. Com base nisto, o autor sugere que as atividades educativas
adotem os resultados de sua pesquisa como insumo, visando ao incremento da eficiéncia das

acgdes participativas de combate ao dengue e controle do vetor.

Estudos patoldégicos em seres humanos sado incomuns, e um modelo animal
adequado de DHF(febre hemorragica do dengue) / DSS (sindrome de choque da dengue) nao
existe. O tratamento atual de DHF / DSS é sintomatico e a prevencéao é através do controle
vetorial. Como tal, ha um grande impulso para o desenvolvimento de vacinas e novas
moléculas terapéuticas para impedir a replicagao viral em células infectadas ou neutralizar os
efeitos de mediadores inflamatérios especificos em células alvo segundo Leong et all. (2007).
Segundo Schatzmayr (2000) uma vacina potente tetravalente parece ser a uUnica maneira
possivel de controlar a doenga no futuro, além de um rapido diagndstico clinico e laboratorial,
a fim de oferecer tratamento de apoio as infec¢des clinicas mais graves. Desta forma torna-se
justificavel o desenvolvimento de um método de diaguindstico de baixo custo, senssivel e
especifico para o antigeno do virus da dengue.

No presente trabalho utilizou-se aves na producédo de anticorpos especificos para o
antigeno dos quatro serétipos da dengue (Ns1). Com base no trabalho de Wooley et
all.(1995), que estudou a utilizagédo de anticorpos de frango fornecendo uma excelente
alternativa aos seus homodlogos de mamiferos para imunodiagnéstico. A partir do
desenvolvimento de um imunoensaio para medir a interleucina-6 humana (hIL-6), por meio da
comparagao das respostas de anticorpos séricos de ovelhas e galinhas a imunizagdo com IL-
6 humana recombinante (rhlL-6) e do estudo da transferéncia de anticorpos de soro de frango
para a gema do ovo. Observou-se que tanto as galinhas como as ovelhas produziram anti-
soros de alta avidez ,com frangos produzindo uma resposta de avidez invulgarmente alta
ap6s uma unica imunizagdo. Com base nos resultados obtidos no trabalho de Wooley pode-

se corroborar que a utilizagdo destes IgY seria viavel e sustentavel.

Outro estudo que embasou a utilizagéo dos IgY em detrimento dos IgG foi o de Munene
(2004), que centra-se na obtengdao e comparagao de anticorpos IgY (produzidos a partir de
gemas de ovos de galinha) e IgG (produzidos a partir de soro de coelho) que tinham sido
hiperimunizados com a respectiva proteina conjugada contra o acido indolacético (I1AA),
zeatina (Z) e isopenteniladenina (2iP), testificou que os anticorpos IgY revelaram-se

adequados para quantificacdo dos hormdnios das plantas. O ensaio imunoenzimatico usando
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IgY alcancou um limite de detecgéo de 3,4 nanomoles (3,4 ppb) para zeatina, 6 picomoles (6
ppt) para 2iP e 480 pmoles (480 ppt) para IAA, enquanto a IgG apresentou limites de
deteccdo na faixa micromolar (ppm) e apresentaram resultados variaveis e baixas

especificidade perto do limite de detecgao.

O inicio da producédo dos IgY deu-se pela imunizagdo das aves, esta ocorreu pela
aplicacao de antigeno de dengue (Ns1) com FCA (adjuvante completo de Freund), segundo
Bollen et all. (1996), que estudou a eficacia na produgéo de anticorpos em coelhos e galinhas
imunizadas com imunoglobulina G humana com a utilizagao de trés tipos de adjuvantes: FCA,
adjuvante incompleto de Freund (FIA) e Hunter's TiterMax adjuvante (HTM); Os titulos obtidos
em coelhos foram aproximadamente um fator 1,5-2,0 maior do que nos grupos de frango
correspondentes. No entanto, a produtividade de anticorpos do frango, ao usar a gema de ovo
como fonte de anticorpos, foi um fator 5-10 maior que o do coelho, dependendo do adjuvante
utilizado. Em galinhas, a FCA resultou inicialmente na maior avidez do anticorpo no soro e na

gema de ovo.
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3 OBJETIVO

Produzir, purificar e conjugar anticorpos IgY especificos para a proteina NS1 do Virus
da Dengue com a Enzima Peroxidase de rabanete, para utilizagcdo como sistema de deteccéo
em ensaios de ELISA direto especifico para diagnéstico de Dengue.

4 METODOLOGIA
4.1 PRODUGAO E PURIFICAGAO DE ANTICORPOS IGY NS1 ESPECIFICOS
4.1.1 Imunizagao das galinhas

O protocolo n°® 25/2012, para uso de animais para experimentacédo neste trabalho esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, dispostos na Lei Federal n°
11.794, de 08 de outubro de 2008 e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
— CEUA - UFSJ no dia 31 de outubro de 2012. A imunizagdo das galinhas foi realizada
injetando-se 200 ug de antigeno NS1 recombinante, produzido no Laboratério de Bioquimica
e Imunologia Celular e Molecular (LABICEM) membro do INCT em Dengue situado no
Campus Alto Paraopeba (CAP) da UFSJ, diluido na proporgéo de 1:1 com adjuvante completo
de Freud - Sigma® no musculo das aves por via intraperitonial. Trés aves foram utilizadas
para os procedimentos de imunizagdo. Com intervalos de 21 dias, aplicou-se mais dois

reforcos da imunizacao.
4.1.2 Purificagao dos IgY

Os ovos foram coletados desde a primeira postura e as IgY anti- NS1 foram purificadas
empregando-se o método de precipitagdo por polietileno glicol (PEG) descrito por Pauly et
al.(2011) com adaptagdes. O método se divide em trés etapas. O processo de purificagdo foi
iniciado com o descarte da clara e vertendo-se todo conteudo da gema em um tubo falcon de
50 ml. Em seguida, foi adicionada uma solugcdo de precipitagdo A na propor¢cao de 2:1,
composta por PBS e PEG 6000 (Sigma®- Alemanha) 5,2% (m/v). A mistura foi
homogeneizada e incubada por dez minutos em temperatura ambiente sob agitagdo mecanica
sendo entdo centrifugada a 4°C por 20 minutos a 2500 x g (Centrifuga Rotina 38-R Hettich ® -
Alemanha). Nesta etapa do processo obteve-se como produto da purificagdo uma suspenséao
em duas fases, uma fase liquida contendo as proteinas de interesse e uma fase densa,
composta por particulados da gema e substancias lipidicas. Filtrou-se a fase liquida para um

novo tubo falcon e a fase densa foi descartada. Ao tubo falcon adicionou-se na proporgao de
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1:4 da solugédo B, composta por PBS e PEG 6000 (Sigma®- Alemanha) 42,5% (m/v). A
mistura foi homogeneizada e incubada novamente por dez minutos em temperatura ambiente
sob agitacdo mecanica sendo entdo centrifugadas nas mesmas condigdes anteriores. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado cuidadosamente em 5 ml de
solugdo C, PBS e PEG 6000 (Sigma®- Alemanha) 24% (m/v) e repetiu-se as etapas de
homogeneizagéo, incubagcdo e centrifugagdo. Ao final do processo o sobrenadante foi
descartado e solubilizou-se o precipitado em 5 ml de PBS. A solugao contendo IgY foi
dialisada utilizando-se membranas de diadlise Spectra/Por® (Estados Unidos) com tamanho de
poro de 12-14,000 KDa. O objetivo desta didlise € a retirada de residuos de PEG 6000
(Sigma®- Alemanha) e sais remanescentes. As amostras obtidas da purificacdo foram
dialisadas inicialmente contra uma solugéo de cloreto de sodio (NaCl 0,01 Milimolar — mM ),
sob agitagdo magnética e refrigeragao a 4°C e posteriormente contra PBS (pH 7,4) mantendo-

se as mesmas condi¢des de agitagao e refrigeragao.
4.1.3 Andlise da pureza dos anticorpos IgY anti NS1

Para confirmagéo do grau de pureza dos anticorpos IgY, os mesmos foram analisados
através de cromatografia liquida de filtragdo molecular em cromatdgrafo NGC (Biorad
corporation-USA). Para os ensaios cromatograficos, 200 ul de anticorpos IgY purificados, na
concentragdo de 1mg/ml, foram aplicados na coluna cromatografica de exclusdo molecular
em tampao fosfato de soédio, pH 7,2 com fluxo de 1ml/minuto durante 30 minutos. A
cromatografia foi monitorada com detector a 280nm e as fragdes correspondentes aos picos
foram coletadas (1ml/tubo) em tubos de 2ml. Os picos obtidos foram analisados através de
ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) a
12%, em que a amostra de IgY foi desnaturada por 5 minutos a 95°C em um tampéao de
desnaturacdo com B-mercaptoetanol . Um padrdo de peso molecular de 260-10 kDa
(EspectraTM Multicolor, Fermentas®) também foi aplicado no gel como referéncia das

massas moleculares.
4.1.4 Verificagao da reatividade dos anticorpos IgY ao antigeno Ns1

Realizou-se o teste em uma placa de poliestireno de 96 pogos (Becton, Dickinson and
Company®), na qual aplicaram-se 100 pl do antigeno NS1 diluido em tampéo
carbonato/bicarbonato na concentragéo final de 2 pg por pogo e incubou-se durante 2 horas a
37°C. Em seguida, lavou-se a placa com PBS-T 0,05% por cinco vezes na lavadora de
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microplaca ELX 50 (Biotek) e aplicou-se 300 ul de solugdo de bloqueio contendo PBS-T
0,05% BSA 5% em cada pogo e incubou-se durante 12 horas temperatura de 4°C.
Novamente, lavou-se a placa durante cinco vezes com PBS-T 0,05% na lavadora de
microplaca ELX 50. Adicionou-se o anticorpo primario (IgY) na diluicdo 1:250, em PBS-T
0,05% e incubou - se por duas horas na estufa a temperatura de 37°C. Sendo que em trés
pocgos foram aplicados IgY purificadas de ovos de galinha ndo imunizada (controle negativo) e
em outros trés pogos foram aplicados IgY de ovos de galinhas imunizadas com antigeno Ns1.
Posteriormente, lavou-se a placa com PBS-T 0,05% na lavadora de microplaca durante cinco
vezes. Nesse momento aplicou-se o anticorpo secundario conjugado com HRP (anti-IgY,
Sigma®) na diluigdo 1:5000 em PBS-T 0,05% e incubou-se na estufa a temperatura de 37°C
durante duas horas. Decorrido o tempo de incubagdo, lavou-se a placa como descrito
anteriormente e adicionaram-se 100 ul de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) em cada pogo.
Incubou-se a placa por 30 minutos em temperatura ambiente. A reagdo de revelagao foi
interrompida adicionandose 100 ul de acido sulfurico (H2SO4 1M). Logo depois, analisou-se a
leitura das absorbancias em 480 nm na leitora microplaca Sinergy/HT (Biotek®).

A capacidade de reconhecimento do anticorpo purificado foi avaliada também pelo
método de Dot Blot. Para o teste de Dot Blot, a membrana de nitrocelulose (Westran®
General Electric — GE, Estado Unidos) foi imersa em metanol (Sigma®- Alemanha), e com
auxilio de uma pipeta foram aplicados 2 uL de da proteina NS1 recombinante na
concentragdo de 1mg/mL, em varios pontos de membrana. A membrana foi seca por uma
hora em estufa a 37°C e cortada e acondicionada em placas em 24 pogos. Os sitios
inespecificos foram bloqueados pela imersdo da membrana em uma solugdo de tampao
salina fosfato contendo 5% de albumina (I.D. Bio®, Franga) e polissorbato (Tween-20
Sigma®- Alemanha) 0,05% (PBS-T-BSA). A membrana foi incubada na solugéo por uma hora
em temperatura ambiente mantendo-se uma leve agitagdo mecénica. Em seguida, a
membrana foi lavada por trés vezes (3x 5 minutos) com PBS-Tween-20 a 0,05% (Sigma®-
Alemanha). O anticorpo primario (IgY anti-NS1) na concentragédo de 1mg/mL, foi diluido para
1:250 em solugdo de PBS-T-BSA e aplicado sobre as membranas, que foram em seguida
incubadas com a solugdo por uma hora em temperatura ambiente, mantendo-se leve
agitagdo. Apds o periodo de incubagdo a membrana foi novamente lavada por trés vezes (3x
5 minutos) com PBS-Tween-20 a 0,05% (Sigma®- Alemanha). O anticorpo secundario (Anti-
IgY conjugado com peroxidase de rabanete — HRP, Sigma®- Alemanha) foi diluido na

proporgao de 1:5000 em solugédo de PBS-T-BSA, e aplicado sobre as membranas e incubado
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novamente por uma hora em temperatura ambiente, mantendo-se leve agitacdo. Entdo a
membrana foi lavada por mais trés vezes (3x 5 minutos) com PBS-Tween-20 a 0,05%
(Sigma®- Alemanha). O reagente para revelagdo do teste foi preparado com
3,3'Diaminobenzidina (DAB - Sigma®- Alemanha) com adicdo de 40 pL perdéxido de
hidrogénio (H202) a 10% ao volume final de 15mL de solu¢ao tampao TrisNaCl ( 50 mM de
Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,6) e em seguida, foi aplicado sobre as membranas até o
aparecimento de cor nas areas onde foram aplicadas amostras de NS1. A reacao de

revelacéo foi parada com a adigao de agua Mili-Q® (Millipore Corporation — Estados Unidos).

4.2 MARCAGAO DOS ANTICORPOS IGY ANTI-NS1 COM PEROXIDASE DE RABANETE
4.2.1 Conjugacao com peroxidase de rabanete

Apos confirmagdo da reatividade dos anticorpos purificados, os mesmos foram
conjugados com peroxidase de rabanete, seguindo o protocolo do fabricante do kit de
marcagcao (Thermo Scientific, cat. Nr. 31487). Para a conjugagcdo forma preparadas as
solugbes de Cianoborohidrito de sédio 5M, etanolamina 3M em tamp&o carbonato-
Bicarbonato 0,2M. pH 9,0 e tampao Carbonato-Bicarbonato 0,2M, pH 9,4. Para a marcagao,
as amostras de IgY foram dialisadas contra tampao Carbonato-Bicarbonato 0,2 M, pH 9,4. Em
seguida, a concentragdo de proteinas foi ajustada para 2mg/ml. 500ul da amostra de IgY foi
adicionada ao frasco contendo peroxidase ativada e a reacgéao foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente. Em uma capela de exaustdo foram adicionados 10 ul de
Cianoborohidrito de sadio, 5M e a reacdo foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos a incubagao foram adicionados 20 ul de etanolamina em tampé&o carbonato-
Bicarbonato 0,2M. pH 9,0 e a reagado foi incubada por mais 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos este tempo, as amostras foram divididas em aliquotas de 50 pl e

armazenadas em freezer a -20 C.
4.2.2 Verificagao da eficiéncia da marcagao

Para testar a eficiéncia da marcacgao, foi realizado um ensaio de Dot blot direto. Para
isso, a membrana de nitrocelulose (Westran® General Electric — GE, Estado Unidos) foi
imersa em metanol (Sigma®- Alemanha), e com auxilio de uma pipeta foram aplicados 2 uL
de da proteina NS1 recombinante na concentragdo de 1 mg/mL, em varios pontos de
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membrana. A membrana foi seca por uma hora em estufa a 37°C e cortada e acondicionada
em placas em 24 pogos. Os sitios inespecificos foram bloqueados pela imersao da
membrana em uma solugdo de tampao salina fosfato contendo 5% de albumina (I.D. Bio®,
Franca) e polissorbato (Tween-20 Sigma®- Alemanha) 0,05% (PBS-T-BSA). A membrana foi
incubada na solugdo por uma hora em temperatura ambiente mantendo-se uma leve agitagcao
mecanica. Em seguida, a membrana foi lavada por trés vezes (3x por 5 minutos) com PBS-
Tween-20 a 0,05% (Sigma®- Alemanha). Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo IgY nao marcado ( controle negativo) e IgY conjugado com peroxidase (controle
positivo) diluidos 100 vezes em tampao salina fosfato contendo 5% de albumina. Entdo a
membrana foi lavada por mais trés vezes (3x 5 minutos) com PBS-Tween-20 a 0,05%
(Sigma®- Alemanha). O reagente para revelagdo do teste foi preparado com
3,3’Diaminobenzidina (DAB - Sigma®- Alemanha) com adi¢do de 40 pl perdxido de hidrogénio
(H202) a 10% ao volume final de 15 ml de solu¢ao tampao TrisNaCl ( 50 mM de Tris-Cl, 150
mM NaCl, pH 7,6) e em seguida, foi aplicado sobre as membranas até o aparecimento de cor
nas areas onde foram aplicadas amostras de NS1. A reacdo de revelagao foi parada com a
adicado de agua Mili-Q® (Millipore Corporation — Estados Unidos).

5 RESULTADOS
5.1 ANALISE DA PUREZA E ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS IGY ANTI-NS1

Os anticorpos IgY purificados foram submetidos & cromatografia de filtragdo molecular
e os resultados sédo apresentados na Figura 1. Pode-se observar a presenga de um unico pico
a 280nm, correspondente a IgY purificada.

gt — T

LA
L

Figura1 :Cromatografia de exclusao molecular, apresentando um unico pico correspondente a

IgY purificada.
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Para confirmagao do grau de pureza, as fragbes correspondentes ao pico foram
aplicadas em gel de poliacrilamida a 10% e coradas com comassie. A caracterizacdo por
eletroforese das IgY purificadas apresentou resultados semelhantes aos obtidos no método
descrito por Tan et al. (2012), que extraiu IgY através de um método alternativo, baseado na
mistura de k-carragenina, pectina e CaCl2, como agente redutor de lipidios, combinado com
sulfato de aménio ((NH4)2S04). Podemos observar na Figura 2 as bandas correspondentes

as cadeias leve e pesada da IgY, com massas moleculares correspondentes ao descrito na

bibliografia.
kDa
--170-
180
-~130- 130
100
=100 - 70 Cadeia pesada
- - -70 - . 7
= =55 | - 40
w10 | — 25
- 30 - - 25 Cadeia leve
25
w— 10 | -
15
Gel el Blot

Figura 2 - Eletroforese em gel de acrilamida 10% (SDS-PAGE) de amostra contendo IgY
purificada a partir da gema dos ovos de galinha. PPM - Padrao de peso molecular de 180-15
kDa (EspectraTM Multicolor, Fermentas -USA). E do lado esquerdo um padréo de peso

molecular

O método de Dot Blot permite a analise, detecgao, identificacdo e a semiquantificagéo
de proteinas. O método é semelhante a técnica de WesternBlotting. As proteinas
reconhecidas sdo vistas como pontos circulares sobre a membrana apos a aplicagao do

substrato de revelacdo e o aparecimento de cor. Os anticorpos purificados (IgY anti-NS1)
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foram utilizados como anticorpos primarios e foram capazes de detectar o antigeno (proteina
recombinante NS1) conforme podemos visualizar na Figura 3. O controle negativo utilizado
neste teste, anticorpos do tipo IgY purificados a partir dos ovos das aves antes das
imunizagdes, nao reconheceu a proteina, demonstrando assim que 0 mesmo nao reage

inespecificamente com o antigeno.

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03 Lol
m mostra mostra Negativo

Figura 3 - Teste de Dot Blot em amostras aleatérias de IgY purificadas

As amostras purificadas foram ainda avaliadas através de ensaio de ELISA para
confirmagdo da reatividade das mesmas com o antigeno NS1. Os resultados sao
apresentados na Quadro 1. A partir desta, pode-se observar que os titulos obtidos foram
significativamente maiores para a IgY purificada obtida a partir de ovos de galinhas
imunizadas (controle positivo) , quando comparadas com os titulos obtidos com a IgY

purificada a partir de ovos de galinhas n&o imunizadas (Controle negativo).

A - 1gY controle Negativo - 1gY 1:250

[MN51] 1 2 3 Médias | Desvio

A 10 0,061 0,097 0,109 0,089 0,025

B - Ig¥ Cotrole Positive 1:250

[NS1] A4 5 6 Médias | Desvio

8 10 0,373 0,323 0,362 0,352 0,026

Quadro 1 - Ensaio de Elisa para proteina recombinante NS1. (A: IgY purificada de ovos de

galinhas ndo imunizadas; B: IgY purificada de ovos de galinhas imunizadas com NS1).
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5.2 ANALISE DA EFICIENCIA DA CONJUGAGAO DE ANTICORPOS IGY NS1
ESPECIFICOS COM A ENZIMA PEROXIDASE

Apoés a confirmagéao da pureza e da especificidade das IgY purificadas, as mesmas
foram conjugadas com a enzima peroxidase de rabanete e a eficiéncia da conjugagao foi
avaliada através de Dot blot direto. Os resultados sao apresentados na Figura 4, onde pode-
se observar a presenca de forte marcagao na amostra conjugada com peroxidase de rabanete

(CP) e a inexisténcia de marcacao no controle negativo (CN).

Figura 4 — Dot blot da IgY conjugada com peroxidase de rabanete.(CN : controle negativo

CP: controle positivo
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel observar que a imunizagado das aves com o a proteina NS1 recombinante foi
eficaz, resultando na producdo de altos titulos de anticorpos; que o anticorpo purificado
através do método desenvolvido no LABICEM foi capaz de reconhecer a proteina NS1 nos
testes de Dot Blot e ELISA; que o resultado obtido pela conjugagdo com peroxidase de
rabanete, para utilizagdo em ensaios de ELISA é uma alternativa promissora para o
diagnostico da Dengue .

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a obtencao de anticorpos IgY -
especificos a partir da gema do ovo € um método mais adequado aos padrdes de bem-estar
animal uma vez que reduz o numero de animais utilizados, ja que essas produzem maior
quantidade de anticorpo quando comparados aos animais utilizados comumente
(camundongos e coelhos); as sucessivas sangrias sao substituidas pela extragdo do anticorpo

a partir da gema do ovo, minimizando assim o sofrimento animal.
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