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Produc¢io de anticorpo policlonal direcionado para o peptideo DENV2-NS1
do virus da Dengue e padronizac¢iao pela técnica imuno-histoquimica
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A dengue é uma doenga causada pelo virus Dengue (DENV), o qual é transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti
e sdo conhecidos quatro sorotipos - DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. A proteina recombinante nio estrutural
1 (NS1) do DENV é reconhecida como um bom marcador de infec¢do, podendo contribuir para o desenvolvimento de
ferramentas diagndsticas contra a proteina NS1 para mapear epitopos especificos. Nosso objetivo foi produzir, purificar e
padronizar o anticorpo policlonal (pAb) direcionado as proteinas de NS1. O antigeno sintetizado quimicamente “peptideo
ELHNQTFLIDGPETAEC” do DENV2-NSI, na concentra¢do 5 mg/mL, foi associado com adjuvante completo de Freud
na primeira imunizagao, e com incompleto na segunda e terceira imunizagdes. Foi inoculado via intramuscular em coelhos
(Nova Zelandia) com intervalos de 21 dias. O soro imune foi precipitado com sulfato de amoénio e dialisado por 24 horas em
solucdo salina tamponada (PBS) pH 7,0 seguido da dosagem proteica pelo método de Biureto (0,8 mg/dL). A padronizagio
do pAb foi feita por imuno-histoquimica (IHQ) em cortes histologicos de 3 micrémetros em fragmentos de tecidos e
blocos celulares infectados com DENV. A recuperag¢do antigénica foi realizada a vapor pH 6,0, seguida da aplicagdo do
anticorpo primdrio purificado nas dilui¢gées de 1/1000, 1/2000, 1/5000 e 1/10000. Os controles negativos foram realizados
nas mesmas amostras utilizando soro de coelho ndo imune. Na amplifica¢do da rea¢io utilizou-se sistema de polimeros
conjugado com anticorpo secundario e fosfatase alcalina, seguido de revelagio com cromégeno e posterior analise das
laminas em microscopio optico. A imunorreatividade foi detectada no citoplasma das células infectadas por DENV com
melhor resultado na dilui¢do 1/5000, confirmando a coloragdo da reagdo nos controles positivos e auséncia de coloragdo
nos controles negativos. Concluimos que a produgio do anticorpo policlonal foi eficaz para detectar a presenca do DENV
utilizado na padroniza¢io da técnica de imuno-histoquimica.
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