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RESUMO

Atualmente o virus do Dengue é considerado um dos principais problemas
de saude publica mundial. O virus do Dengue possui trés proteinas
estruturais (capsideo (C), proteinas precursoras de membrana (prM) ou
de membrana (M) e do envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais
relacionadas com a infeccdo: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5,
que sdo importantes na replicagdo e viruléncia, sendo a NS1 comum aos
quatro sorotipos. A técnica de testes imunocromatogrdficos, é baseada na
utilizacdo de tiras de um material suporte, impregnadas com reagentes
secos que sdo ativadas pela aplicacGo de amostras fluidas. A utilizagcdo
de anticorpos policlonais dos ovos de galinhas (IgY) tem sido empregada
para a testes de deteccdo de antigenos devido a alta sensibilidade e ser
um processo econémico. O trabalho teve por objetivo desenvolver ensaios
imunocromatogrdficos para a detec¢do de proteinas NS1.
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INTRODUGAO

O virus de dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus, da familia
Flaviviridae, sendo considerada a mais importante arbovirose que afeta o
homem em termos de morbidade e mortalidade. Sao quatros sorotipos
denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. A dengue é uma doenca
infecciosa, febril e aguda, e pode se apresentar como infec¢ao inaparente,
dengue classico (DC), febre hemorragica da dengue (FHD), sindrome do
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choque de dengue (SCD) e dengue com complicagao (DCC)*.

Dentre as proteinas expressas pelo virus da Dengue, destaca-se a NS1.
Essa proteina é expressa na superficie das células infectadas e se encontra
na circulagao como uma substancia soluvel, constituindo um excelente alvo
para o diagnodstico da Dengue. O diagndstico de Dengue pode ser realizado
em dois momentos distintos: no estagio inicial, com a presenca de febre
e viremia acompanhados por altos niveis de NS1 no sangue dos pacientes
e no estagio Il, apds o periodo febril até algumas semanas apds infeccao,
qguando os titulos de anticorpos IgM e IgG especificos para proteinas virais
estdo presentes em maiores concentragdoes®>#>*,

A técnica de testes imunocromatograficos, € uma metodologia
de deteccao baseada na utilizacdo de tiras de um material de suporte
impregnadas com reagentes secos que sdao ativadas pela aplicacdao de
amostras fluidas. Aplicacdes desta metodologia incluem testes para
deteccao de patdgenos, drogas, hormonios e metabolitos presentes
em amostras médicas, veterindarias, alimentos, analises ambientais e
outros” &9,

A utilizacdo de anticorpos policlonais dos ovos de galinhas (IgY) tem
sido empregada para a captura e deteccao de antigenos devido a alta
sensibilidade e por ser um processo economico®. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver ensaios imunocromatograficos para a detec¢do da proteina
NS1, utilizando-se IgY conjugada com ouro coloidal como reagente de
deteccao. Este se justifica por ser de encontro aos interesses publicos,
uma vez que o desenvolvimento de reativos para teste de Dengue torna
o diagndstico da doenca precoce, permitindo a instalacdao de tratamentos
mais efetivos, a rapida localizacao de focos endémicos e a prevencao da
expansao destes focos.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento dos testes e obteng¢do dos insumos, galinhas
foram previamente imunizadas com antigenos NS1 produzidas em nosso
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laboratdrio. Anticorpos IgY anti-NS1 foram extraidos a partir da gema dos
ovos, purificados por meio de precipitacdao utilizando-se polietilenoglicol
e dialisadas contra PBS. As concentra¢des de proteinas totais obtidas das
amostras purificadas foram quantificadas por varredura na faixa de 400 a
650 nm em espectrofotbmetro NanoVue®.

A validacao do funcionamento dos anticorpos purificados foi realizada
pelos métodos de ELISA e Dot Blotting.

Os anticorpos obtidos foram conjugados com ouro coloidal (40 nm,
OD1, Diagnostic Consulting Network ®) e impregnadas em membranas
fusion 5 e Millipore G041 (Diagnostic Consulting Network ®).

Para desenvolvimento dos testes imunocromatrograficos, a proteina
recombinante NS1 foi imobilizada em membranas Whatman Millipore 125
e Whatman HF 180 (Diagnostic Consulting Network ®), e os kits e testados
com diferentes tampdes de corrida. Os tampdes utilizados foram: PBS,
PBS tween 0,05% e Tris 100 mM pH 7,4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade de reconhecimento da NS1 pela IgY purificada foi
confirmada pelo método de ELISA, onde a IgY atuava como o anticorpo
primario e um anticorpo Anti-IgY conjugado com HRP como anticorpo
secundario. Na figura 1 observamos o aparecimento de cor nos po¢os onde
a reagao foi positiva, indicando o reconhecimento da proteina NS1 pelos
anticorpos IgY purificados.

Figura 1: Avaliacdo do reconhecimento do antigeno NS1 pela IgY anti-NS1 produzida em
laboratério pela técnica de Elisa. Pogos com coloragdo mais escura indicando resultados
reagentes.
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Para os ensaios imunocromatograficos, foram realizados varios
experimentos com o objetivo de determinar a composicdo 6tima das
solugbes e componentes utilizados no desenvolvimento dos mesmos.
Nesta etapa foram analisadas as concentracdes de anticorpos primario e
secundario, quantidade de conjugado, de PBS/TRIS adicionados em cada
corrida, sendo que o tampao TRIS apresentou melhores resultados que o
PBS.

Alguns ensaios foram realizados empregando-se o conjugado
desenvolvido no laboratério e membrana impregnada com NS1 de Kit
comercial Dengue NS1 Bioclin® para verificar se o conjugado desenvolvido
reconheceria outros tipos de NS1, apresentando resultados satisfatorios
conforme figura 2:

Figura 2. Imunocromatografia reagente utilizando conjugado produzido em laboratério - IgY
anti-NS1 conjugado com ouro coloidal - em membrana comercial Bioclin® impregnada com
NS1, utilizando tampao de corrida Tris.

Outro ensaio realizado foi feito para avaliar a impregnacao e
funcionamento da NS1, utilizando-se o conjugado do Kit comercial Dengue
NS1 Bioclin® e membrana preparada no laboratério, apresentado marcagao
satisfatéria conforme figura 3:

Figura 3. Imunocromatografia reagente utilizando membrana impregnada com NS1 preparada
no laboratério, frente ao conjugado comercial Bioclin®, utilizando tampao de corrida Tris.
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CONCLUSOES hepatite A purificados de gema de ovo de frangas imunizadas e sua possivel aplicagao
. N em diagnéstico do virus no figado. Dissertacdo de mestrado, Rio de Janeiro: Instituto
Nossos resultados demonstraram que o sistema de detec¢dao por Oswaldo Cruz, 2010.

imunocromatografia € uma alternativa promissora para o desenvolvimento
de ensaios de diagndstico para Dengue e outras infec¢des, portanto o
método desenvolvido é capaz de detectar a presenca de NS1. A técnica
pode ser padronizada e validada para o desenvolvimento de kit diagndstico
para Dengue que tenha alta sensibilidade e especificidade, empregando-se
biotecnologia nacional.
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