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Desenvolvimento de anticorpo policlonal direcionado para a proteina
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O virus Zika (ZikV) é um flavivirus emergente transmitido por artrépodes causando grande preocupagdo quando a
infecgdo ocorre durante a gravidez, afetando os recém-nascidos com doencas neurolégicas ou perda fetal. A proteina
recombinante ndo estrutural 1 (NS1) do ZikV, por ter alta imunogenicidade, é utilizada para o desenvolvimento de
imunobiolégicos como ferramenta de diagndstico. Nosso objetivo foi produzir, purificar e padronizar o anticorpo
policlonal direcionado as proteinas de NS1 do ZikV por imuno-histoquimica (IHQ). A proteina NS1 clonada em vetor
(3 mg/mL) foi associada aos adjuvantes completo e incompleto de Freud e inoculada via intramuscular em coelhos (New
Zealand), com 3 (trés) imuniza¢des em intervalos de 21 dias. O soro imune foi precipitado 40% com sulfato de amoénio
saturado, procedendo a dialise por 24 horas em solugéo salina tamponada (PBS) em pH 7,0 seguida por dosagem proteica
pelo método de Biureto (1,4 mg/dL). A padronizagio foi feita pela técnica IHQ em controles positivos de blocos celulares
infectados com ZikV, fixados em formol, embebidos em parafina e posterior cortes de 3 micrometros. A recuperagio
antigénica foi realizada em sob pressdo em pH neutro, a seguir aplicado o anticorpo primario especifico purificado nas
dilui¢des 1/1000, 1/2000, 1/5000 e 1/10000. Os controles negativos foram realizados nas mesmas amostras utilizando o
soro de coelho ndo imune e PBS pH 7,4. No procedimento de amplifica¢io da reacio, utilizou-se o sistema de polimeros
conjugado com anticorpo secundario e fosfatase alcalina, revelacdo com o cromégeno, e posterior anélise das laminas
em microscépio Optico. A imunoreatividade foi detectada no citoplasma das células infectadas por ZikV com melhor
resultado na dilui¢ao 1/10000, confirmando a coloragdo da reagio nos controles positivos e auséncia de coloragdo nos
controles negativos. Concluimos que o anticorpo policlonal desenvolvido demonstrou ser eficaz e excelente ferramenta
para o diagndstico imuno-histoquimico na detec¢do da infeccao pelo ZikV.

Palavras-chave. Virus Zika, Anticorpo, Imuno-Histoquimica.

Comité de Etica: Comité de Etica no Uso de Animais/IAL, Parecer n°® 05/2023.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2024;83:Suplemento 1,e40818 135


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1983-3814
https://orcid.org/0000-0002-1746-7593
https://orcid.org/0000-0001-7701-0707
https://orcid.org/0000-0002-4574-7701
https://orcid.org/0009-0008-0592-0769
https://orcid.org/0000-0003-2537-2356
https://orcid.org/0000-0001-6659-7186
https://orcid.org/0009-0001-9496-0322
https://orcid.org/0000-0002-9729-9154

