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Resumo

A hepatite A é uma doencga endémica no Brasil e na América Latina. A
prevaléncia da infec¢do tem correlagdo com precéarias condi¢cdes de higiene e
saneamento. Em paises em desenvolvimento, um saneamento inadequado
resulta em maior transmissao desta doencga, principalmente entre criancas e
jovens. Atualmente, devido as melhorias das condicbes sanitarias, o perfil
epidemiologico da doenca estd se deslocando para idades mais avangadas, o
que facilita a ocorréncia de surtos epidemiolégicos. Os kits comerciais para
deteccdo de anti-HAV total normalmente utilizam imunoglobulina G (IgG) de
mamiferos no periodo convalescente da doenca para a produgdo dos
anticorpos de captura e do conjugado. Uma alternativa a aplicacdo dos
anticorpos de mamiferos no diagnostico é o uso da imunoglobulina Y (IgY),
encontrada no soro e gema dos ovos de aves e répteis. Essas proteinas tém
varias vantagens quando comparadas com IgG: alta resposta contra antigenos
de mamiferos, redugdo da cor de fundo em ensaios imunoenzimaticos e de
serem obtidas por um método nédo-invasivo (coleta da gema dos ovos). O
objetivo deste trabalho foi a obtencédo de anticorpos IgY anti-HAV produzidos
em galinhas imunizadas contra o virus da Hepatite A (HAV) e o
desenvolvimento de um ensaio imunoenzimatico para detecgdo de anti-HAV
total utilizando IgY anti-HAV como imunoglobulinas de captura e conjugado.
Cinco grupos de galinhas foram imunizadas com diferentes inéculos contendo:
vacina com e sem o adjuvante CpG-ODN, HAV com adjuvante incompleto de
Freund (IFA) com e sem o adjuvante CpG-ODN e um grupo controle com IFA.
Os ovos foram coletados e a gema foi purificada pela precipitagdo com
polietileno glicol. A soluc¢do purificada contendo IgY anti-HAV foi avaliada para
determinacao da concentracdo da IgY anti-HAV por espectrofotometria e sua
especificidade e titulo foram determinados a partir de um teste
imunoenzimatico. Os anticorpos foram conjugados com a peroxidase e foi
estabelecida a diluicdo ideal para os anticorpos de captura e conjugado. Para
avaliar o ensaio imunoenzimatico “in-house” com IgY anti-HAV, foi avaliado um
painel composto de 100 amostras positivas e 100 amostras negativas para anti-
HAV-total. A presencga da IgY anti-HAV nas gemas dos ovos foi confirmada por
SDS-PAGE e Western Blotting, e ap6s a purificacdo, a média da concentragéao
de proteinas nas gemas dos ovos foi de 8,7406 mg /mL. O grupo imunizado
com HAV, IFA e CPG-ODN apresentou os maiores titulos de anticorpo. O
ensaio “in-house” apresentou sensibilidade de 84%, especificidade de 79% e
eficiéncia de 81,5%. Os métodos utilizados para a produgéo de IgY anti-HAV e
sua conjugacao com peroxidase foram eficientes e 0 ensaio imunoenzimatico
“‘in-house” IgY anti-HAV demonstrou uma boa sensibilidade e especificidade. A
producdo de anti-HAV IgY apresenta vantagens quando comparado com
obtencdo da IgG anti-HAV. O teste imunoenzimatico “in house” com IgY anti-
HAV pode ser uma alternativa a utilizacdo da IgG nos ensaios
imunoenzimaticos.

Palavras-chaves: IgY, ensaio imunoenzimatico, hepatite A, CoG-ODN
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Abstract

Hepatitis A is an endemic disease in Brazil and Latin America.
Prevalence of this infection is related to the low degree of hygiene and
sanitation. In developing countries, inadequate sanitation results in larger
transmission of the disease mostly in children and young people. Nowadays,
due to better sanitation conditions, the epidemiological profile of disease is
changing to older ages resulting in the occurrence of outbreaks. Diagnostic kits
for detection of total anti-HAV generally use mammals immunoglobulin G (IgG)
in the convalescent period of disease for production of capture and conjugated
antibodies. One alternative to the application of mammals antibodies in the
diagnosis is the use of immunoglobulin Y (lgY), encountered in birds and
reptiles. These proteins have several advantages when compared to IgG: high
response against mammals antigens, reduction of the background in
imunoenzymatic assays and it is obtained by a non-invasive method (harvest of
the egg yolks). The objective of this work was the acquisition of anti-HAV IgY
antibodies produced in immunized chickens against Hepatitis A virus and the
development of an immunoenzymatic assay for total anti-HAV detection using
IgY anti-HAV as capture and conjugated immunoglobulins. Five groups of
chickens were immunized with different inocula containing: vaccine with and
without CpG-ODN adjuvant, HAV with incomplete Freund adjuvant (IFA) with
and without CpG-ODN and one control group with IFA. The eggs were
harvested and the yolk was purified by precipitation with polyethylene glycol.
The purified solution containing anti-HAV IgY was evaluated by
espectrofotometry and their specificity and title were determined by an
immunoenzymatic assay. These antibodies were conjugated with peroxidase
and was estabilized the ideal dilution for capture and conjugated antibodies. For
evaluation of the immunoenzymatic “in-house” assay with IgY anti-HAV, a panel
composed of 100 positive samples and 100 negative samples for total anti-HAV
was assessed. The presence of IgY anti-HAV in egg yolks was established by
SDS-PAGE and Western Blotting, and after the purification, the average of the
proteins concentrations in the egg yolks was of 8,7406 mg/mL. The group
immunized with HAV, IFA and CpG-ODN demonstrate the higher titer of
antibodies. The “in-house” assay showed sensibility of 84%, specificity of 79%
and efficiency of 81,5%. The methods used for anti-HAV IgY production and
conjugation with peroxidase were efficient and the “in-house” immunoenzymatic
assay IgY anti-HAV demonstrated a good sensitivity and specificity. The
production of IgY anti-HAV showed advantages when compared to the
acquisition of IgG anti-HAV. The immunoenzymatic “in-house” assay IgY anti-
HAV can be an alternative to the utilization of IgG in immunoenzymatic assays.

Key-Words: IgY, immunoenzymatic assay, hepatitis A, CpG-ODN
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1. Introducao

1.1 Historico da Hepatite A

Antigos textos chineses do século VIII depois de Cristo ja faziam
referéncia a existéncia de ictericia (Zuckerman, 1983). No entanto, somente a
partir do século XVII, freqlentemente comeca a se perceber a ocorréncia de
surtos de ictericia. Era comum ocorrer a presenca de ictericia em militares e,
por isso, a doenca foi chamada de ictericia de campanha. O primeiro relato
escrito da doenca ocorreu em 1912 com a descricado de uma epidemia na ilha
de Minorca, Espanha, em 1745 (Cockayne, 1912).

McDonald (Mcdonald, 1908) foi o primeiro a associar a ictericia com a
presenca de um virus no figado. Em 1923, Blummer demonstrou o padrao da
doenca em epidemias ocorridas nos Estados Unidos entre os anos de 1812 a
1922 (Blumer, 1923). Comprovando a existéncia de uma das formas de
hepatites virais, que passou a ser chamada de hepatite viral do tipo A.

Estudos epidemiolégicos e experimentos em voluntarios humanos
ocorreram no periodo da Segunda Guerra Mundial. A transmissdo da doenca
de pessoa-a-pessoa foi demonstrada na Alemanha em 1942 (Voegt, 1942), no
Oriente Médio em 1943 (Cameron, 1943) e nos Estados Unidos em 1944
(MacCallum et al., 1944). Em 1947 foram introduzidos os termos da Hepatite A
e Hepatite B, que passaram a ser adotados pela Organizacao Mundial de
Saude no lugar das varias descricbes anteriormente aplicadas (MacCallum,
1947).

Entre as décadas de 1950 a 1970, Krugman (Krugman et al., 1967) e
Murray (Murray, 1955) definiram as relagbes soroepidemioldgicas entre a
hepatite A e hepatite B. Estudos do grupo de Krugman permitiram diferenciar
dois tipos distintos de hepatites em uma escola para excepcionais. Um dos
agentes causadores de hepatite designado MS-1 era transmitido primariamente
pela via fecal-oral, mas poderia ser transmitido pela inoculacdo de sangue
durante o estado de viremia. A doenca era altamente infecciosa, tinha um
periodo de incubacdo curto e parecia bastante com a Hepatite A classica. A
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cepa MS-1 do virus de hepatite A foi utilizada para infectar voluntarios adultos
(Boggs et al., 1970), levando a identificacdo do virus nas suas fezes por
microscopia eletrébnica em 1973 (Feinstone et al, 1973). Ensaios
imunoenzimaticos foram posteriormente desenvolvidos para detectar o
antigeno e seu anticorpo. Em 1979, a adaptacao do virus em cultura celular foi
um sucesso, possibilitando o desenvolvimento de kits para diagnéstico e
vacinas (Provost et al., 1986).

1.2. Virus da Hepatite A

No comeco dos anos 80, de acordo com suas caracteristicas biofisicas e
bioquimicas, o HAV foi classificado como enterovirus do tipo 72 da familia
Picornaviridae. Essa classificacdo ocorreu por sua semelhanca com o0s
enterovirus e cardiovirus (Gust et al,, 1983, Melnick, 1982). Em relacao aos
outros participantes da familia Picornaviridae, o HAV tem as seguintes
particularidades: seqiéncias nucleotidicas e aminoacidas diferentes de outros
participantes dessa familia, proteinas com tamanhos diferentes dos outros
Picornaviridae, resisténcia a temperaturas e drogas que inativam outros
picornavirus, replicacdo lenta e sem efeito citopatico em culturas celulares,
estabilidade em pH 1, existéncia de apenas um sorotipo e auséncia de reacao
com anticorpos anti-enterovirus (Yousef et al., 1987). Tais diferenciacdes
colocaram o HAV em um novo género viral dentro da familia Picornaviridae, o
género Hepatovirus, sendo este o unico exemplar do género. Fenotipicamente
o HAV apresenta um didmetro de 27 a 32 mm, é um virus ndo-envelopado e
icosaédrico (Feinstone et al., 1973) (figura 1.1).
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Figura 1.1: Imunomicroscopia eletrénica do virus da Hepatite A (fonte: CDC,
2009 http:WWW.cdc.gov)

1.3. Genoma viral

O virion é composto de um RNA com genoma linear, de polaridade
positiva e fita-simples, com aproximadamente 7.5 kilobases (kb) seguido por
uma cauda poliadenilada de 40 a 80 nucleotideos de comprimento (Koff, 1998,
Paul et al., 1987, Provost et al., 1986) e um capsideo contendo 60 cépias das
proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4 (Martin et al., 2006). O genoma do
HAV é compreendido por uma regido 5 ndo-codificante (5° RNC) que
compreende aproximadamente a 10% do genoma, ndo € encapsidado e esta
covalentemente ligado a uma proteina viral de VPg (ou 3B) (Weitz et al., 1986)
de 2.5 kd na porcao 5’ terminal. Ele também apresenta uma Unica fase de
leitura aberta (ORF) que codifica as proteinas virais estruturais (P1) e nao
estruturais (P2 e P3), além de uma pequena regiao 3’ ndo codificante (3° RNC)
que termina em uma cauda poliadenilada (Koff, 1998).

A regiao 5 RNC ¢é a regido mais conservada do genoma com identidade
nucleotidica acima de 89% entre as cepas dos gendtipos |, Il e lll (Brown et al.,

1991), ela possui 734 nucleotideos e precede a sua ORF e a regido 3° RNC. A
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proteina viral VPg (ou 3B) covalentemente ligada a essa regido é organizada
em estruturas secundérias e terciarias, sendo seis dominios de estruturas
secundarias, dentre eles um grampo, duas estruturas helicoidais e um trato de
polipirimidina (Cohen et al., 1987). Entre os nucleotideos 1-95 se encontram os
dois primeiros dominios, que atuam no controle da iniciacao da sintese da fita
positiva de RNA (Andino et al., 1993). Os quatro dominios restantes estao
localizados entre os nucleotideos 155-734, dentre esses, o terceiro dominio
parece participar na replicacdo do RNA viral e o ultimo dominio atua como sitio
de entrada interno no ribossomo (IRES), o qual direciona a traducdo da ORF
(Andino et al. 1993).

A regido 3' RNC possui mais de 20% de heterogeneidade entre as cepas
de HAV, por isso é mais variavel quando comparada com a regidao 5 RNC, ela
tem 60 nucleotideos e é poliadenilada em sua extremidade 3’. Além disso,
apresenta estruturas secundarias helicoidais e possivelmente um pseudo-né.
Provavelmente estas estruturas sao responsaveis pela interacdo entre as
proteinas virais e celulares especificas e também sao importantes na sintese
do RNA viral (Nuesch et al., 1993).

A regido de leitura aberta do HAV é traduzida em um longo precursor
polipeptidico (com 6681 bases), que é processado por uma cascata de
clivagens produtoras das proteinas virais maduras (Palmenberg, 1990). Esse
precursor polipeptidico compreende trés regides: a regido P1 (que codifica as
proteinas estruturais VP4, VP2, VP3 e VP1), a regido P2 (que codifica as
proteinas 2A, 2B e 2C nao estruturais) e a regido P3 (que codifica as proteinas
3A, 3B ou VPg que é ligada covalentemente ao RNA do HAV podendo fazer o
papel de iniciador (Weitz et al., 1986) e as proteinas 3C e 3D que sao nao
estruturais).

Inicialmente, a anélise da regidao de juncdo VP1-2A de 152 isolados de
HAV de diferentes partes do mundo resultou na designagao de sete gendtipos
(com identidade sequencial menor do que 85% entre gendtipos e com menos
de 15% de divergéncia dentro de um mesmo genétipo) denominados de | a VI
(Robertson et al., 1992). Uma analise adicional da regidao VP1 inteira indicou
que os gendtipos Il e VIl deveriam ser reclassificados dentro do gendtipo Il
como subgenoétipos A e B. Além disso, os gendtipos | e Ill também foram
subdividos em subgenoétipos A e B. Atualmente o HAV é classificado em seis
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genotipos, sendo trés humanos e trés de primatas ndo humanos (Costa-Mattioli
et al., 2003, Lu et al., 2004).

1.4. Replicacao viral

A replicagao viral ocorre no citoplasma e tem inicio com a adsorg¢do do
virus a membrana celular. Com a penetracao na célula hospedeira a partir dos
receptores especificos denominados HAVcr-1 encontrados em células de rim
de macaco verde africano (Kaplan et al.,, 1996) e huHAV encontrados em
células humanas (Feigelstock et al., 1998), o virus perde o capsideo e libera o
seu RNA, passando a funcionar como RNA mensageiro (RNAm) para a
traducdo da poliproteina. Apds a descapsidacdo, o RNAm sintetiza a
poliproteina, que € direcionada para a regido do sitio de entrada interna ou
IRES. A traducédo se inicia com a ligacdo do IRES a subunidade 40S do
ribossomo celular. O HAV entao sintetiza uma cépia do RNA complementar de
polaridade negativa (replicativo intermediario), que servird de molde para a
sintese de novas fitas de polaridade positiva, fitas estas que produzirdo novas
proteinas virais. As regides 5’ e 3’ terminais sdo importantes para a replicacao,
sendo necessarias para a iniciacao da sintese das fitas de RNA, tanto positivas
quanto negativas. As fitas positivas sdo sintetizadas dentro do reticulo
endoplasmatico liso através de um processo catalisado pelas proteinas néao-
estruturais recém formadas. Além das fitas positivas, outras fitas negativas séao
rapidamente formadas no reticulo endoplasmatico liso, formando assim novas
moléculas que poderao replicar novas fitas de RNA de polaridade positiva e
que formardo novas proteinas virais. O ciclo replicativo termina com a
montagem e brotamento da particula viral. O capsideo € montado em uma
estrutura de icosaedro contendo 60 copias de cada um dos trés polipeptideos
formadores da particula viral (Kusov et al., 2005).

1.5. Patogénese

Normalmente a infeccdo natural pelo HAV se da pela ingestdo de fezes

contaminadas pelo virus. O virus passa pelo estbmago ou intestino onde é
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absorvido, podendo chegar até os hepatécitos pela circulagdo sistémica, nos
quais ocorrera sua replicacao. Imunofluorescéncia nas células cripticas do trato
intestinal sugere que a replicagdo pode ocorrer também no intestino (Asher et
al., 1995).

Quando chega aos hepatécitos, o virus é capturado por seus receptores
especificos. O virus entdo se multiplica, é liberado da célula e eliminado
através da membrana apical do hepatécito, produzindo assim a viremia. O HAV
chega ao trato intestinal através da bile e deste modo € eliminado pelas fezes
dos individuos infectados ao mesmo tempo em que ocorre a viremia. A viremia
ocorre no periodo entre 1 a 2 semanas depois da exposicdo ao HAV e persiste
por todo o periodo da elevagao enzimatica no figado (Brundage et al., 2006,
Lemon, 1994, Margolis et al., 1988, Nainan et al., 2006). A infecciosidade das
fezes comeca na primeira semana apés a infecgao e vai diminuindo até chegar
a quinta semana. O pico da infectividade, através da excrecao fecal, ocorre
antes do inicio dos sintomas ou da elevacao do nivel das enzimas hepaticas e
declina apds o aparecimento dos sintomas (Nainan et al., 2006, Skinhoj et al.,
1981, Tassopoulos et al., 1986) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Eventos imunoldgicos, bioquimicos e virologicos durante uma
infeccao por HAV. (Fonte: Adaptado de CDC,2006)
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A concentragdo do HAV no soro pode variar de 102 & 107 virions/mL,
enquanto que nas fezes a quantidade é bem maior, de 102 virions/mL (Bower et
al., 2000, Cohen et al., 1989, Sanchez et al., 2006). Na saliva de um individuo
infectado foi encontrado uma liberacéo viral de até 108 cépias/mL (Amado et
al., 2008).

A replicacdo ocorre nos hepatécitos e nas células do epitélio
gastrointestinal (Brundage et al. 2006). Entretanto, a detec¢do do virus nas
tonsilas e saliva, logo ap6s o aparecimento do virus no sangue, sugere que um
evento anterior de replicacdo pode ter ocorrido na orofaringe ou nas glandulas
salivarias (Cohen et al., 1989). Poucas evidéncias indicam uma correlacao
citotoxica entre o virus da Hepatite A e os hepatdcitos. Embora haja alguma
correlacdo entre a severidade da doenca e a excregao do virus nas fezes, a
excrecao fecal, geralmente € maior antes do dano hepatico, o que é
demonstrado por uma elevagao na alanina transferase (Frosner et al., 1977).

A resposta humoral anti-HAV ocorre antes do aparecimento dos
sintomas e consiste de anticorpos IgM, IgG e IgA. IgM anti-HAV é detectavel
quando os pacientes com Hepatite A se tornam sintomaticos. Seu titulo
aumenta durante a infecgdo aguda e tipicamente desaparecem com 3 meses
apos o aparecimento inicial dos sintomas (Kiyohara et al., 2009). Os anticorpos
IgG e IgA aparecem 2 dias apés o comego da doenga clinica, sendo
detectados por testes imunoenzimaticos (Lemon et al., 1985, Stapleton, 1999).
A resposta especifica de IgM anti-HAV ¢ limitada pela infeccao inicial, exceto
em casos raros e se transforma em um marcador Util da doenca. Apds o
aparecimento do IgM, aparecem os anticorpos IgG, que conferem imunidade
duradoura para uma reinfeccao pelo HAV. A combinacdo de anticorpos anti-
HAV IgM e anticorpos totais anti-HAV (lgG, IgM e IgA) diferencia a infeccéao
atual e passada. Como o virus também €& encontrado em secre¢cées como a
saliva, anticorpos IgA anti-HAV sao produzidos durante a infeccao adulta e
persistem por meses durante a fase de convalescenca (Locarnini et al., 1980).

1.6. Formas Clinicas

A Hepatite A tem uma manifestagdo clinica muito variavel, indo desde

infecgdes inaparentes ou assintomaticas, passando por infecgoes em pacientes



Ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da hepatite A utilizando IgY anti-HAV Silva, A.S

anictéricos, que desenvolvem os sintomas clinicos mas nao possuem ictericia,
até faléncia hepatica (Hollinger et al., 2007).

A severidade da doenca esta relacionada com a idade do individuo.
Aproximadamente 60% das infecgdes por HAV em criangcas com menos de seis
anos de idade sao assintomaticas ou brandas enquanto que mais de 70% de
infecgcdes em criangas mais velhas, principalmente em adultos e idosos, podem
causar hepatite clinica (Fischer et al., 2009).

O curso da hepatite A pode se dividir em quatro fases clinicas: fase de
incubacgao ou periodo pré-clinico; fase prodrdmica ou pré-ictérica; fase ictérica;
e periodo convalescente. Durante a fase de incubacdo, o individuo se
apresenta assintomatico, apesar da replicacdo. Este € o periodo de maior
transmissao viral devido a alta carga viral encontrada nas fezes. O tempo de
incubacgéo da doenca varia de 15 a 50 dias, com média de 30 dias (Paul et al.,
1945). A fase prodrémica, também denominada fase pré-ictérica, varia de
alguns dias até um pouco mais de uma semana. Essa fase, em mais de 50%
dos pacientes, se caracteriza por anorexia, febre, fadiga, cefaléia, mialgia,
nausea e vOmito, sendo a diarréia, nausea e vbmito mais presentes em
criancas do que em adultos. Na fase ictérica ocorre 0 excesso da excrecao da
proteina bilirrubina, que €é o pigmento resultante do catabolismo da
hemoglobina. Na urina essa proteina da uma coloragcdo amarelada e em
hepatopatias é eliminada em grandes quantidades, causando o aparecimento
da urina escura (bilirrubinuria). Esse mesmo pigmento causa a ictericia, quando
acumulado no organismo pelo mau funcionamento do figado causado pela
hepatite A. A ictericia aparece sob a forma de descoloracdo amarelada na
membrana mucosa, conjuntiva e pele (Zuckerman, 1965).

Outros sintomas sao encontrados, tais como: desenvolvimento de
colestase (reducao do fluxo biliar), reincidéncia da hepatite, manifestacoes
extrahepaticas e a possivel inducao de hepatite crénica autoimune do tipo 1
(Schiff, 1992). Ocasionalmente podem ocorrer necroses mais extensas do
figado durante a hepatite aguda, levando ao enfraquecimento da funcao
hepatica, caracterizando uma hepatite fulminante, que tem como sintomas
febre alta, dor abdominal, vomito e ictericia, seguidos de desenvolvimento de
encefalopatia associada a coma profundo (O'Grady et al,, 1993). A hepatite

fulminante ocorre em 0,14% de pacientes hospitalizados com Hepatite A



Ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da hepatite A utilizando IgY anti-HAV Silva, A.S

(Leung et al., 2005). Em 2006, o Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos relatou a ocorréncia de ébito em 0,3% de todos os casos de Hepatite A
(Dentinger, 2009).

1.7. Diagnostico Laboratorial

Um paciente com hepatite aguda é inicialmente avaliado com um painel
bioquimico do figado e hemograma completo. As concentracées de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato transferase (AST) sdo indicadores
altamente sensiveis a lesdo do figado. A bilirrubina também é medida em um
paciente com ictericia (Hollinger et al., 2007).

Clinicamente ndo ha uma distincdo entre os agentes causadores da
Hepatite A, Hepatite B, Hepatite C, Hepatite D ou Hepatite E. Por esse motivo,
existe a necessidade de um diagnéstico sorolégico para HAV. Dentre os
ensaios sorolégicos que distinguem entre as diferentes etiologias virais,
existem os ensaios para IgM anti-HAV, IgG anti-HAV, HBsAg, IgM anti-HBc e
anti-HCV, dentre outros.

Antes dos sintomas clinicos, o virus da Hepatite A pode ser encontrado
no sangue e nas fezes e ser detectado na infecgdo experimental de culturas
celulares de primatas ndo-humanos, microscopia imunoeletrénica, RT-PCR ou
ensaios imunoenzimaticos (Costa-Mattioli et al., 2003, Feinstone et al., 1973,
Hutin et al., 1999, Jansen et al., 1991, Robertson et al., 1992, Sjogren et al.,
1987, Yotsuyanagi et al., 1993).

Em ensaios imunoenzimaticos, como o teste de ELISA, o
estabelecimento do diagnostico de Hepatite A aguda se da pelo exame de
amostras de sangue através da deteccdo do anti-HAV IgM. Embora existam
seis genoétipos de HAV, todos fazem parte de apenas um sorotipo, nao
interferindo no diagnéstico soroldgico (Bradley et al., 1977, Decker et al., 1981).
O ensaio de ELISA IgM anti-HAV ¢ feito pela captura da microplaca com
anticorpos anti-IgM humano produzidos em coelhos que reage com o IgM
humano contido na amostra. Para a identificagdo da presenca de IgM anti-HAV
€ adicionado o virus inativado de Hepatite A e anticorpos anti-HAV conjugados

com peroxidase. O resultado positivo € demonstrado por coloragdo da solugao
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pela adicdo do substrato e cromdgeno. Se for necessaria a andlise da
imunidade duradoura contra a hepatite A, 0 ensaio imunoenzimatico usado
sera o de anti-HAV total. O anti-HAV total é um método imunoenzimatico
competitivo para a determinacao de anticorpos contra o virus da Hepatite A no
soro ou no plasma. O ensaio é baseado na competicdo entre os anticorpos
anti-HAV presentes na amostra e anticorpos monoclonais anti-HAV conjugados
com peroxidase quando incubados simultaneamente nos pocos de uma
microplaca recoberta com HAV (Vitral et al., 1991). O ensaio de anti-HAV total
também dara positivo quando o ensaio de IgM anti-HAV estiver positivo pois
ele detecta tanto IgG anti-HAV quanto IgM anti-HAV. A concentracado de IgM
anti-HAV aumenta em um periodo de 4 a 6 semanas e entao declina para
niveis indetectaveis com 3 a 6 meses apos a infeccdo em muitos pacientes,
persistindo por mais de 200 dias em 13,5% deles (Kao et al., 1984). O IgG anti-
HAV passa a substituir o IgM anti-HAV, persistindo por anos depois da infeccao
e conferindo imunidade para o resto da vida do individuo. O ensaio de anti-HAV
total pode ser utilizado na avaliacdo de imunidade passada, para a
soroconversao de um individuo depois da vacinacao ou na consideracado do
risco em casos de viagem para alguma regido endémica ou em trabalhos em
uma area de risco. Na auséncia de IgM anti-HAV positivo, se assume que o
anticorpo detectado por esse ensaio é IgG anti-HAV, indicando infeccdo ou
vacinacgao prévia pelo virus da Hepatite A (Skinhoj et al., 1977).

1.8. Prevencao e profilaxia

Para um controle efetivo da doenca, os métodos sao aqueles que
previnem a contaminacado fecal das maos, comida, agua, ou outras fontes
vindas de um individuo infectado antes da doenca clinica se tornar aparente.
Lavar bem as maos, assim como evitar praticas de trabalho que facilitam a
contaminacdo das mesmas ao entrar em contato com criangas menores de
dois anos também sdo medidas importantes para o controle da Hepatite A.
Durante as primeiras duas semanas da doenga, ou pelo menos durante duas
semanas apdés o aparecimento da ictericia, € recomendado a restricao do

10
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contato de criancas jovens com seus colegas, pois, tendo uma higiene dificil de
controlar, uma crianga pode facilmente infectar outras (Hollinger, 1992).

A probabilidade de uma infecgdo nosocomial na fase ictérica em adultos
€ muito baixa, diminuindo a necessidade de medidas de prevencdao mais
drasticas, tais como: isolamento dos pacientes em salas privativas e o uso de
mascaras, a menos que haja risco de exposi¢ao direta as fezes ou comida e
bebidas contaminadas. Se o paciente for uma crianga, paciente com
incontinéncia ou recém-nascido ha a necessidade de um maior cuidado na
prevencao nosocomial da Hepatite A (Favero et al., 1979). A infeccdo por
ocorréncia de negligéncia de trabalhadores da area de saude por transmissao
percutanea é muito baixa, pois a viremia precede a doenca clinica (Szmuness
etal., 1977).

Em 1944, durante um surto de hepatite A em um campo de verao, foi
administrado imunoglobulina intramuscular convencional (IgIM) nos infectados.
Dos individuos infectados, houve uma reducédo de 87% nos sintomas (Stokes
Jr. et al., 1945). A partir de outros estudos em militares e criancgas, (Gellis et al.,
1945, Havens Jr. et al., 1945) pbde-se ser capaz de prevenir a Hepatite A
anictérica ou ictérica em torno de 80% a 90% quando aplicada ha mais de 6
dias antes dos primeiros sintomas da doenca. As imunoglobulinas (Ig) sao
obtidas de plasma humano que foi tratado para inativagao viral sendo negativo
para virus da imunodeficiéncia humana, Hepatites B e C. As Igs sao coletadas
de qualquer lugar do mundo e podem trazer protecao perante o HAV, pois s6
existe um sorotipo do virus. Estudos demonstraram que a imunizagdo passiva
por |lg pode ser capaz tanto de suprimir completamente quanto de diminuir a
infeccdo em pessoas suscetiveis ao HAV, dependendo da concentragdo de
anti-HAV administrado e do intervalo da exposicao ao tratamento, além de ter
de 69% a 89% de efetividade quando administrada duas semanas apds a
exposi¢do ao virus (Bianco et al., 2004, Brundage et al., 2006, Cuthbert, 2001,
Drake et al., 1954, Hall et al., 1977). A concentragdo preconizada pela U.S
Food and Drug Administration varia entre 30 Ul/mL e 60 Ul/mL.

Devido aos baixos titulos, depois da administracdo de Ig, ensaios
imunoenzimaticos comerciais para anti-HAV sao incapazes de detectar esses
anticorpos no sangue a menos que o procedimento tenha sido otimizado para
essa deteccao (Ambrosch et al, 1991). Baixos niveis de anticorpos
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neutralizantes, mesmo assim, podem ser encontrados por pelo menos 14
semanas, dependendo da dose e da concentracdo do anticorpo no soro,
quando este foi avaliado com um ensaio sensivel de neutralizacdo, o que
demonstra que pequenas doses de anti-HAV sao suficientes para prevenir a
infeccdo (Fujiyama et al., 1992, Stapleton et al., 1985).

Outro método importante de prevencao da Hepatite A é a utilizacdo de
vacinas inativadas. Até 1995, o Unico método de imunizagao era a passiva, que
utilizava imunoglobulinas, mas este método nao confere imunidade duradoura.
Com o desenvolvimento de culturas celulares para o crescimento do virus da
Hepatite A, se alcangou a producao de vacinas anti-HAV. A vacina é produzida
por varios laboratérios ao inativar o HAV derivado de cultura de células com a
utilizacdo de formalina ou pB-propiolactona (Lemon 1994). A imunizacéo
primaria é intramuscular e consiste em uma dose simples da vacina (1440 EL.U
para HAVRIX e 50 U para VAQTA) para adultos e metade da dose para
criangas até 15 anos. Uma dose de reforco é recomendada para todos, de 6 a
12 meses (HAVRIX) ou de 6 a 18 meses (VAQTA) apds a primeira dose para
obter uma imunidade mais duradoura (quadro 1.1) (Fiore et al., 2006, Niu et al.,
1998).

Quadro 1.1. Dosagem recomendada da vacina de Hepatite A e esquema de

vacinacao por faixa etaria.

Vacina | Idade | Concentracao | Volume (mL) | Doses Reforco

por dose (meses)

HAVRIX | 1-18 720 (EL.U.)* 0.5 mL 2 6 a 12 meses
>18 1440 (EL.U.)* 1.0 mL 2 6 a 12 meses
1-18 25 U™ 0.5mL 2 6 a 18 meses
VAQTA | >18 50 U** 1.0 mL 2 6 a 18 meses
* Unidades do ensaio imunoenzimatico (ELISA)

** Unidades
Fonte: (Fiore et al., 2006)

Apoés a primeira injecdo, em adultos a IgM pode ser detectada de 2 a 3
semanas apos a aplicacao e nao existem dados em criancas (Shouval et al.,

1993). A durabilidade da imunidade pode ocorrer por pelo menos 25 anos em
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adultos e de 14-20 anos em criancas. Ja foi demonstrado que a administracao
simultdnea de vacina inativada contra Hepatite A e 3 a 5 mL de IgIM pode
fornecer protecao imediata e de longa duracdo em adultos (Leentvaar-Kuijpers
et al., 1992).

Em 1988, foram avaliadas algumas cepas mutantes de HAV que foram
diretamente isoladas da cultura celular de fezes humanas e propagadas em
células certificadas para producao de vacinas (Provost et al., 1988). Ao utilizar
uma dessas vacinas experimentais atenuadas, anticorpos neutralizantes foram
detectados a partir do terceiro até o sexto més apos a vacinacao em todos 0s
espécimes (Midthun et al., 1991). A vacina foi bem tolerada e o HAV néao foi
recuperado das fezes ou sangue dos individuos. Purcell (Cohen et al., 1989,
Purcell, 1991) obteve resultados analogos com a cepa de HAV HM175 isolada
diretamente de fezes humanas e propagadas & 35 C em células ACMK.

Devido a alta incidéncia da doenca em criangas, estas sdo o primeiro
foco na estratégia de vacinacdo. A inclusdo da vacina na rotina do Programa
Nacional de Imunizagdo em criancas poderia prevenir a infecgdo em grupos
etarios em pelo menos um terco dos casos e eliminar a maior fonte de infeccao
para adultos e criancas. Paises como os Estados Unidos, Arabia Saudita,
Espanha ja implementaram a vacinagdo universal, enquanto paises como a
Italia e China implementaram a vacinagdo apenas em jovens e criangas. A
rotina de vacinagdo em locais com alta incidéncia da doenga tem sido eficaz na
prevencao e interrupcao de surtos, causando impacto na incidéncia geral da
doenca. No Brasil ainda se estuda a implementacéo da vacina no calendario de

vacinacao.

1.9. Epidemiologia

Mundialmente a causa mais comum de hepatite viral aguda é a Hepatite
A. Essa doengca é responsavel por, pelo menos, 1,4 milhées de novas
infeccdes por ano (Saha et al., 2009) e representa 55% de todos os casos
reportados de hepatite aguda viral (Gaspar et al., 1996). Além disso, a doenca
€ um fator significante de morbidade e perda socioeconémica em varias partes

do mundo. E uma doenca entérica transmitida pela via fecal-oral através do
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contato pessoa-a-pessoa, pela ingestdo de comida e agua contaminadas. O
virus é excretado abundantemente pelas fezes (10® virions/mL) e é estavel no
ambiente por até um més (McCaustland et al., 1982, Nainan et al., 2006).
Freqlentemente sado encontrados surtos causados por agua ou comida
contaminada, especialmente em comunidades fechadas como escolas e
creches (Morais et al., 2006, Villar et al., 2004). Podem ocorrer casos de
infeccdo pelo HAV adquiridos por contato sexual (anal-oral) e por transfusdo de
sangue (Nguyen et al., 2009). Na quadro 1.2 sdo encontrados o0s grupos de
risco para Hepatite A.

Quado 1.2. Grupos expostos a risco para a transmissao de hepatite A
(Adaptado de Nguyen et al. 2009).

Grupo de risco

Fator de exposigao a risco

Viajantes Viajantes de paises desenvolvidos que viajam para paises
subdesenvolvidos que podem ser infectados pelo HAV
Homossexuais Sexo anal-oral

Usuarios de drogas injetaveis

e nao injetaveis

Utilizagcao de drogas contaminadas e seringas contaminadas
por HAV

Individuos com desordem no

fator de coagulacao

Fator VII de plasma de doadores com Hepatite A
contaminado com detergente-solvente em incubagéo foi

administrado a esses individuos

Individuos que trabalham
manuseando comida

Contaminagao com HAV na comida e bebida durante sua

preparacao

Individuos que trabalham com

criancas (creche, escola)

Esses individuos sao infectados ao entrar em contato com

criancas com infeccao leve ou assintomatica

Trabalhadores da area de

saude

Transmissao do paciente para o profissional de saude

Tratadores de nao-humanos

primatas

Transmissao do primata suscetivel ao HAV para o

trabalhador

A infeccdo por Hepatite A esta altamente associada ao grau de
saneamento do ambiente e ao nivel educacional e socioecondmico dos
individuos, desse modo, observamos maiores prevaléncias em areas sem
saneamento basico e com baixo nivel socioeconémico e educacional.

De acordo com o grau de endemicidade, a Hepatite A é dividida em

quatro padroes (Figura 1.3.): (1) Endemicidade muito baixa: a taxa de doenca é
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muito baixa e a infecgdo ocorre tipicamente em adultos (Norte da Europa).
Casos de infeccdo sao esporadicos e os individuos sdo normalmente
contaminados durante viagens a areas endémicas (CDC, 1999); (2) Baixa
endemicidade: ocorre em paises com alto nivel de saneamento, geralmente em
paises desenvolvidos (Oeste Europeu, Oceania e América do Norte), com as
taxas de infeccédo altas em adultos jovens. O virus € primariamente transmitido
por consumo de agua ou comida contaminada, embora alguns casos de
transmissao pessoa-a-pessoa tenham sido relatados. Nessas areas, surtos de
fontes comuns sdo muito freqientes e grupos expostos ao risco podem ser
definidos (Melnick, 1995); (3) Endemicidade intermediaria: A endemicidade
intermediaria ocorre em paises que estdo passando por um processo de
melhorias de saneamento basico. Nessas areas, a incidéncia da infeccao de
HAV esta se deslocando de criangas pequenas para adolescentes e jovens
adultos. E comum a ocorréncia de surtos, a transmissdo ocorre por contato
pessoa-a-pessoa ou pelo consumo de agua (Villar et al., 2002) ou comida
contaminada. Esse padrao de transmissao é encontrado em regides endémicas
na América Latina, Asia e Meio Leste, cuja média das taxas de soroprevaléncia
tem declinado nos ultimos anos (Vitral et al. 2006). Sdo encontradas altas taxas
de prevaléncias de mais de 90% entre adultos jovens e adolescentes (Braga et
al., 2009), o que implica a diminuicdo de infecgbes subclinicas em criancas e o
aumento de infec¢cdes mais graves em adolescentes e adultos (Silva Pde et al.,
2007); (4) Alta endemicidade: Correspondem a paises subdesenvolvidos, areas
com um baixo grau de saneamento, nas quais 90% das criancas se
contaminam até os 10 anos de idade, adquirindo uma infeccao assintomatica
logo no comego da vida (Tanaka, 2000). A transmissao se da primariamente
de pessoa-a-pessoa. E tipico da Africa e do Meio Leste, bem como em varias
nacdes da América Latina e Asia.
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Figura 1.3. Distribuicdo geografica da prevaléncia de anticorpos anti-HAV
distribuidos por padrdes de infeccao (CDC, 2006)

Gracas ao aumento de saneamento no pais e de programas de
conscientizacao sobre higiene e saude, o Brasil vive um momento de mudanca:
de um padrdo de alta endemicidade para um padrdo de endemicidade
intermediaria. A incidéncia da Hepatite A no Brasil diminuiu de 98,1% para
7,8% entre as criangas menores de cinco anos (Vitral et al., 1998). No que diz
respeito aos adultos, sdo encontrados niveis de incidéncia da doenca
superiores a 90%, indicando o desvio do padrdo de alta endemicidade para
endemicidade intermediaria e, com isso, um aumento potencial para os surtos
emergenciais. O numero de casos relatados de Hepatite A tem diminuido no
Brasil de 20.446 casos no ano de 2004 para 10.706 no ano de 2008; uma
queda de 48%. O padrao de casos relatados pelo Sinan em 2008 em relacao
as regides do Brasil demonstram que a regido mais afetada pela Hepatite A é o
Nordeste com 35,1% dos infectados, a regidao Norte tem 20,8%, no Sudeste ha
uma incidéncia de 19,4%, no Sul encontram-se 16,8% dos casos e no Centro-
Oeste 7,9% dos casos.

Com o crescimento potencial de surtos emergenciais no Brasil, ha a
necessidade da producdo de ensaios imunodiagndésticos nacionais de baixo
custo e alta eficiéncia e, de preferéncia, sem desconsiderar o bem estar animal

no processo de fabricacdo. Uma alternativa para o cumprimento dessas
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normas é a utilizacdo de imunoglobulina Y, encontrada na gema dos ovos de

aves, no diagnéstico da Hepatite A.

1.10. Histérico da Imunoglobulina Y

O sistema imune das aves, como o dos mamiferos, é dividido em dois
componentes: 0 componente ndo-especifico e inato e o componente especifico
e adquirido. Em 1893, a partir de um experimento, foi demonstrado que o
sistema imune das aves tem uma diferenca importante em relacdo ao sistema
imune mamifero: as maes passam para a sua progénie parte dos seus
anticorpos especificos através das partes fluidas do ovo. Enquanto o ovo ainda
€ encontrado no ovario, as aves transferem sua IgG do soro para a gema e,
quando o ovo passa pelo oviduto, as IgM e IgA encontradas nas secrecdes do
oviduto passam para a clara (Klemperer, 1893).

Por muitas décadas essa nova descoberta ficou esquecida até o
momento em que o bem estar animal passou a ser de extremo interesse para a
comunidade cientifica. Essa guinada comecou com o trabalho de Russel &
Burch em sua publicacdo de 1959, intitulada “The principles of Humane
Experimental Techniques” (Russel et al., 1959). Dez anos depois, Leslie e
Clem (Leslie et al., 1969) sugeriram que a imunoglobulina encontrada no soro
das galinhas deveria ser chamada de imunoglobulina Y (IgY) ao invés de IgG
por serem encontradas na gema (yolk) dos ovos das galinhas. Nos 20 anos
seguintes muitos pesquisadores reconheceram a importancia dos resultados
produzidos por Klemperer e, com a chegada dos anos 1980, ocorreu um
aumento nas aplicacdes da IgY, sendo utilizadas como reagentes comerciais
secundarios, como kits de purificacdo de IgY, padroes de IgY e anticorpos
marcados especificamente contra IgY. Desde 1996, a tecnologia IgY se tornou
internacionalmente aceita em termos de descricdo e producdo no uso de
anticorpos IgY. Em 1996 um grupo de trabalho do “European Centre for the
Validation of Alternative Methods (ECVAM)” recomendou o uso da IgY em
substituicdo ao IgG mamifero para diminuicdo da dor causada pela acao
invasiva da retirada da IgG dos mamiferos. Em 1999, a tecnologia IgY foi
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aprovada como um método alternativo de auxilio ao bem estar animal do

Escritério Veterinario do Governo Suico (Schade et al., 2005).

1.11. Imunoglobulina Y

A IgY é um anticorpo policlonal encontrado em anfibios, répteis, aves e
peixes pulmonados. Como existe uma grande distancia filogenética entre esses
animais e os mamiferos, ha um aumento da imunogenicidade e da sintese
desses anticorpos quando os mesmos reagem contra proteinas de mamiferos.
Adicionalmente, por causa da distancia filogenética, a IgY produzida contra as
proteinas de uma determinada espécie de mamiferos podem freqientemente
reagir com proteinas analogas encontradas em outras espécies mamiferas
(Bizanov et al., 2006). Outra vantagem encontrada nos anticorpos IgY é a sua
alta afinidade e avidez (Tini et al., 2002).

As aves, tais como os mamiferos, transferem sua imunidade aos seus
descendentes, de modo que os anticorpos de galinhas imunizadas sao
transferidos do soro das galinhas para a gema dos ovos permitindo que essas
proteinas sejam encontradas tanto no soro quanto na gema das galinhas.
Acredita-se que as imunoglobulinas sao incorporadas nos foliculos ovarianos
por um receptor especifico mediado por endocitose existente nesses foliculos,
dai a necessidade da regidao Fc para o requerimento efetivo do transporte da
imunoglobulina para os foliculos ovarianos. A passagem transovariana da IgY
demora aproximadamente cinco dias (Mohammed et al., 1998), chegando ao
seu titulo maximo entre os dias 6 a 8 apds essa passagem e declinando apés
esse tempo (Schade et al., 2005). A meia vida da IgY em uma galinha adulta
demora aproximadamente de 36 a 65 horas (Patterson et al., 1962). Além da
IgY, as imunoglobulinas de aves consistem das classes IgM e IgA, porém a IgY
€ 0 mais abundante no soro, variando de 5 a 15 mg/ml em galinhas poedeiras,
sendo encontrada em apenas um ovo a quantidade de 100 mg a 200 mg do
anticorpo (Schade et al., 2005). A IgM é o segundo anticorpo mais encontrado
no soro com uma concentracdo de 0,3-0,5 mg/ml e sdo encontrados somente
tracos de IgA (Kitaguchi et al., 2008).
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A retirada da IgY geralmente ocorre com a coleta dos ovos, que é
rapida, barata e simples. Do ponto de vista do bem estar animal a utilizacdo da
IgY é extremamente importante, pois a retirada diaria dos ovos previne o
repetitivo sangramento e dor nos animais de laboratério normalmente utilizados
para a producdo de anticorpos (Cova, 2005). Apds a coleta, os anticorpos
podem ser estocados nos ovos a 4°C por pelo menos 1 ano (Jensenius et al.,
1981). Além disso, grandes quantidades de anticorpos podem ser obtidos a um
custo relativamente baixo, pois o cuidado com as aves nao apresenta alto
custo, e quando comparado com a quantidade de anticorpos encontrados no
soro de coelhos, a gema dos ovos de galinha contém uma quantidade 3 vezes
maior de IgY do que a encontrada de IgG no soro de coelhos (Jensenius et al.,
1981).

Desde os anos 1950 varios métodos de purificacdo da IgY tem sido
estabelecidos, tais como a separacdo das proteinas (levitinas) das
lipoproteinas (lipovitelinas) e do resto dos lipidios da gema usando extracao
com solventes organicos, tais como o baseado em cloroformio que ainda
continua em uso. Outros métodos sao baseados em cromatografia de afinidade
ou na diluicio da gema seguida de um processo de congelamento-
aquecimento depois do qual o processo consiste em cromatografia de trocas
de ion e/ou precipitacdes de sal. As precipitacdes de sal combinam varios sais,
tais como o polietileno glicol, dextran sulfato, dextran blue, sulfato de sédio,
sulfato de aménia, acido caprilico e citrato de sédio. Mais recentemente, novos
métodos combinando a remocao de lipidios por cloroférmio com sulfato de
amodnio em técnicas de precipitagdo tém demonstrado um bom resultado na
alta pureza encontrada dos anticorpos purificados (Bizanov et al., 2006).

O ponto isoelétrico da imunoglobulina Y varia entre 5,7 e 7,6 (de Almeida
et al., 2008). Foi demonstrado que sua estabilidade ao calor chega a 60° C, o
que pode ser aumentado a 70° C pela adicao de acucares (Jaradat et al.,
2000). Além disso, a IgY é resistente a pH de 4-9, sendo mais sensivel que a
IgG de coelho a desnaturacdo acida, uma vez que esta Ultima perde mais
rapidamente sua atividade entre pH 3 e pH 4 (Shimizu et al., 1992). IgY nao se
liga ao complemento mamifero ou a seus receptores Fc, resultando em menor
namero de reacgoes cruzadas (Benson et al., 1961). Ademais, a IgY de galinhas

ndao € reconhecida pela proteina A do Staphylococcus ou proteina G do
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Streptococcus (as duas proteinas se ligam a regido Fc de imunoglobulinas)

(Hansen et al., 1998). Como outra vantagem, se demonstrou que a IgY nao tem

reatividade cruzada com a IgG (Kummer et al.,, 1998). A IgY também nao se

liga ao fator reumatéide, que é um auto-anticorpo que reage com a porcao Fc

da IgG mamifera e causa a artrite reumatéide (Larsson et al., 1991), sendo

igualmente uma fonte maior de interferéncia de muitos imunoensaios. A

imunoglobulina Y ainda apresenta a vantagem de apresentar uma redugao na

cor de fundo de ensaios imunoenzimaticos. Um resumo das principais

caracteristicas de IgY e IgG esta exposto no quadro 1.3.

Quadro 1.3. Caracteristicas estruturais, fisico-quimicas e imunoldgicas das

imunoglobulinas IgY e IgG

Comparagao lgG lgY
Visdo geral Relativamente maduro no Relativamente novo no
desenvolvimento tecnoldgico | desenvolvimento de produtos
e aplicacao e aplicacao
Animais Mamiferos Aves, répteis, anfibios e
peixes pulmonados
Fontes Soro Soro e gema do ovo

Peso molecular (SDS-PAGE)

Todo:150kDa, cadeia
leve:22kDa x 2, cadeias

pesadas:50kDa x 2

Todo:180kDa, cadeia
leve:21kDa x 2, cadeias

pesadas:70kDa x 2

Diferencas estruturais

basicas

A cadeia pesada consiste de
3 dominios constantes e um
variavel com uma regiao de

dobradica flexivel.

A cadeia pesada consiste de

4 dominios constantes e um

variavel, com uma regiao de
dobradica menor e menos

flexivel

Resposta imune aos

antigenos mamiferos

Afetado pela homologia

fenotipica

Aumentado pela diferenca

fenotipica

Mecanismos de maturagao

Hipermutacdo somatica

Gene conversao pseudo-V

da afinidade
Avidez Seletivamente alta Geralmente alta
Ligagao nao-especifica Alta para humanos (antigeno) Baixa para humanos
(antigeno)
Estabilidade Boa, estavel em pH 3-10 Boa, estavel em pH 4-9,
acima de 70°C acima de 65°C
Hidrofobicidade Menos hidrofébico que IgY Regido Fc é hidrofébica
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Com todas essas vantagens, a IgY ja foi utilizada com sucesso em uma
grande variedade de métodos de diferentes areas de pesquisa, diagnésticos,
aplicac6es médicas e biotecnologia (Cova, 2005). Foram relatadas atuacbes no
campo de producao de testes diagndsticos em ensaios imunoenzimaticos para
a deteccdo de antigeno de Schistossoma japonicum (Lei et al., 2009), anti-
Food-and-Mouth virus (Veerasami et al., 2008), para detectar virus da leucemia
bovina (Juliarena et al., 2007), deteccao de Campylobacter jejuni (Hochel et al.,
2004), deteccao de virus Sendai em porcos (Kvietkauskaite et al., 2004) e para
detectar Escherichia coli (Sunwoo et al., 2006). Além de ensaios
imunoenzimaticos, foi produzido um imunoswab diagndstico para a deteccao
do virus SARS utilizanda IgY (Kammila et al, 2008). A IgY é resistente a
barreira gastrointestinal, por isso, varias pesquisas realizaram terapias de
imunizagcdo passiva por ingestdo oral de IgY em produtos fortificados de
alimentos e gema de ovo purificada para prevencao ou controle de infeccoes
intestinais, como aqueles causados pelo coronavirus bovino, Yersinia ruckeri,
E.coli, Edwarsiella tarda, Staphylococcus sp., Pseudomonas sp. e Helicobacter
pylori Urease B , Salmonella entérica serovar Typhimurium e Rotavirus (Shin et
al., 2002, Tini et al., 2002). A IgY também teve resultados na resposta imune da
prevencao da infeccdo bacteriana. Foi demonstrado que uma ligagdo do
anticorpo a bactéria pode ser essencial para promover suas propriedades
antibacterianas (Lee et al., 2002).

Outras pesquisas relataram a producdo de IgY especificos contra:
Streptococcus mutans Serotipo ¢ (Chang et al., 1999), virus Sendai (Bizanov et
al., 2006), veneno de cobra Africana (de Almeida et al., 2008), SARS
coronavirus (Fu et al., 2006), Rotavirus (Hatta et al., 1993), Mycobacterium
avium subsp. Paratuberculosis (Shin et al., 2009) e virus da raiva (Motoi et al.,
2005). Além disso, foram avaliados a inibicao in vitro de Candida albicans
utilizanda IgY (Wang et al., 2008), o potencial da imunoglobulina Y anti-H.pylori
no tratamento de infec¢cdes por H.pylori (Shin et al., 2002), os efeitos da IgY
contra Candida albicans e Candida spp (Fujibayashi et al., 2009) e a inibicao do
Staphilococcus aureus (Guimaraes et al., 2009)

A imunoglobulina Y reune grandes vantagens para sua utilizacdo na

pesquisa e na area de saude, e por isto tem sido uma alternativa em
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substituicdo a utilizacdo de anticorpos IgG de mamiferos, diminuindo o

sofrimento ao animal.

1.12 Estrutura molecular da Imunoglobulina Y

A estrutura geral da molécula de IgY consiste em duas cadeias leves e
duas cadeias pesadas, como o0 que ocorre com 0s anticorpos de mamiferos. A
cadeia pesada € indicada pela letra grega u, e contém um dominio variavel e
quatro dominios constantes, o que a diferencia da cadeia pesada da IgG de

mamiferos que tem trés dominios constantes, como demonstrado na figura 1.4.

Fab

A
r

h Regido de dobradiga
S - Cy2

b« ( Cyd

\ Cud

IgG de coelho IgY de galinha

Figura 1.4. Comparacao da estrutura molecular entre a IgG dos mamiferos e
IgY das galinhas (Schade et al., 2005).

O peso molecular da IgY é igual a 167,250 Da de acordo com a
espectrofotometria de massa. A cadeia leve consiste em um dominio variavel e
um dominio constante com peso total de 18,660 Da, ja a cadeia pesada tem o
peso molecular de 65,105 Da e o fragmento Fab tem o peso molecular de
45,359 Da. E encontrada uma homologia entre os dominios Cu3 e Cu4 da IgY
e 0os dominios Cy2 e Cy3 do IgG mamifero. Acredita-se que o dominio Cu2
seria a regiao de dobradica da IgG, sendo menos desenvolvido na IgY. O que
resulta em menor flexibilidade da regido Fab em comparacgéao a IgG. Como na

IgG, a regido Fc da IgY € o local onde se encontra a maior parte das fungdes
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efetoras, essa regido contém duas cadeias laterais de carboidratos em
contraste com apenas uma da IgG (Figura 1.4.).

Ao se comparar sequéncias de DNA da IgY, ficou claro que entre a
divergéncia dos Synapsidios (grupo ancestral dos mamiferos) ha 310 milhdes
de anos atras e a divergéncia dos mamiferos nao-eutérios (mamiferos nao-
placentarios) ha 166 milhdes de anos atras ocorreu uma duplicacdo do gene u.
Essa duplicacao do gene u foi seguida por uma diferenciacdo em duas classes
de imunoglobulinas Unicas dos mamiferos, a IgG e a IgE, o que é demonstrado
pela sua seqiéncia nos monotremados (mamiferos que péem ovos) (Taylor et
al., 2008). O sequenciamento de cDNA da cadeia pesada (u) revelou que o
dominio Cu2 da IgY das aves esta conservado na imunoglobulina E mamifera
(Ce2), mas se truncou para formar a regiao de dobradica da IgG. Entao, um par
de dominios ort6logos deve ter existido no ancestral comum (IgY-like)
anteriormente a duplicacao e subsequente divergéncia na linhagem mamifera.
Um dos maiores avancos adquiridos pelo IgG foi a aquisicdo da dobradica
entre os dominios Cy1 e Cy2, o que proporcionou a adicao da flexibilidade
segmentada e diversidade funcional as regides Fab. A presenca em comum da
sequéncia Cisteina-Prolina na ligacao genética C-terminal da dobradica da
cadeia-y e os dominios Cy2 das cadeias u e €, junto com as homologias de
Cy2:Cy3 e Cy3:Cy4, suportam a hip6tese de que a regido da dobradica
apareceu pela condensacdo do dominio Cy2, e fornece uma evidéncia
adicional da relacdo entre as cadeias u, € e y. As posicoes adjacentes dos
genes de y e € no locus IgH sdo compativeis com a ocorréncia de um evento
relativamente recente de duplicacao-genética (Warr et al., 1995).

Em passaros anseriformes (patos e gansos), alguns répteis
(particularmente tartarugas) e peixes pulmonados (pirambédia) encontra-se um
IgY truncado de peso molecular de 120 kDa. As duas formas de IgY (inteira e
truncada) podem tanto conviver juntas em um individuo (como ocorre em
algumas tartarugas e passaros anseriformes) ou podem ser encontradas com
exclusividade em um animal (galinhas produzem sé a forma inteira de IgY e
algumas tartarugas apenas a forma truncada). A IgY truncada ndo possui os
dois dominios C-terminais (Cu3 e Cu4) da cadeia pesada. A terminologia
utilizada para a molécula intacta da IgY truncada é a IgY (AFc) e para sua
cadeia pesada é u(AFc) (Kitaguchi et al., 2008).
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1.13. Adjuvante CpG — ODN

Adjuvantes se definem por qualquer produto (ou associacdo de
componentes) que aumenta ou modula a resposta imune celular ou humoral
contra um antigeno (Moingeon et al, 2001), entre eles se encontra o
oligodesoxinucleotideo CpG-ODN.

Nos anos 1980, Tokunaga (Tokunaga et al., 1984, Tokunaga et al.,
1988) demonstrou que o DNA bacteriano teria atividades antitumorais. Ao
prosseguir o estudo do DNA bacteriano, Tokunaga e seus colaboradores
identificaram palindromos de seis bases auto-complementares que eram
responsaveis por efeitos imunoestimuladores (Kuramoto et al., 1992). Estudos
posteriores visando descobrir a seqiéncia palindromica necessaria para a
ocorréncia desses efeitos imunoestimuladores chegaram a conclusao de que a
sequéncia deve conter pelo menos um dinucleotideo CpG para ser auto-
estimulante, ou seja, conter uma base citocina (C) tendo como base seguinte
uma base guanina (G). Foi descoberto também que a seqiiéncia de CpG do
DNA bacteriano reconhecida pelo sistema imune de cada individuo vertebrado
¢é diferente, sendo entdo espécie — especifico (Krieg, 1999).

O DNA dos vertebrados tem uma freqiiéncia bastante menor de
seqUéncias CpG do que no DNA bacteriano, sendo encontrada em uma
porcentagem quatro vezes menor. Além disso, suas sequéncias CpG séao
metiladas na posicao 5’ da citocina, 0 que ndo ocorre nas sequiéncias CpG das
bactérias, que nao sdao metiladas. A falta de metilagdo nas seqiiéncias CpG
sugere a possibilidade da evolucdo do sistema imune no reconhecimento de
motivos CpG nao-metilados do DNA bacteriano e a diferenciacdo do que é
préprio do organismo vertebrado e do que é encontrado em um individuo
procariota (Krieg 1999).

O CpG-ODN pode ser utilizado como adjuvante ao aumentar e modular
a resposta imune contra um determinado antigeno. Ja foi provado que o CpG-
ODN produz resposta imune em galinhas com a producdo de IgY contra o
antigeno imunizado (Vleugels et al., 2002), podendo ser utilizado para o

aumento da producao de IgY anti-HAV.
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1.14. Relevancia da utilizacao da IqY no diagnoéstico da Hepatite
A

O perfil epidemiolégico da Hepatite A esta mudando em paises em
desenvolvimento, tal como ocorre no Brasil (Villar et al., 2002, Vitral et al.,
2006). Nesses paises a doenca era altamente endémica, porem atualmente
devido ao aumento nas condicbes de saneamento basico e de programas de
conscientizacdo de higiene e saude, houve um aumento de individuos
susceptiveis e, consequentemente, aumento na ocorréncia de surtos e na
idade média em que os individuos sdo acometidos pela doencga. Esta situacao
traz grandes prejuizos a saude publica, visto que os individuos de idades mais
avancadas estdo mais sujeitos a sofrerem os sintomas mais severos da
doenca, podendo evoluir para a hepatite fulminante (Willner et al., 1998).

Os testes de diagnéstico para Hepatite A utilizam IgG obtidas de
mamiferos, o que eleva o custo dos kits de diagnéstico. A retirada da IgG
demanda coleta de sangue, o que pode provocar dor e mal estar nestes
individuos. A producao de anti-HAV em animais de laboratério apresenta um
baixo rendimento e, por isso, atualmente, soro de pacientes na fase
convalescente da doenca sdo utilizados para a produgdo de anticorpos de
captura e conjugados para sua utilizacdo nos kits para deteccédo de anticorpos
contra o HAV.

Ao avaliar a necessidade de se obter um teste de diagnostico brasileiro
para Hepatite A de baixo custo, uma alternativa €& a utilizacdo de
imunoglobulina Y retirada de galinhas poedeiras. Os anticorpos purificados da
gema dos ovos das galinhas tem varias vantagens em relagéo a utilizacao de
anticorpos purificados de IgG mamifero, tais como: um gasto trés vezes menor
em sua producao; a retirada de IgY nao proporciona dor ao animal, pois € feita
a partir da coleta de seus ovos; ndao se liga ao complemento mamifero, a
proteina A e G e ao fator reumatéide. Portanto, possui bastante valor na

producao de um teste diagnéstico, barato e de boa qualidade.
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2. Objetivos

Objetivo Geral

Desenvolver um ensaio imunoenzimatico para detecgdo de anti-HAV
total utilizando como captura e conjugado anticorpos IgY anti-HAV produzidos
em galinhas imunizadas contra o virus da Hepatite A.

Objetivos especificos

e Determinar o melhor inéculo para o método de producado de IgY anti-HAV
em gemas de ovos de galinhas poedeiras imunizadas com o virus da
Hepatite A;

e Conjugar a IgY anti-HAV com peroxidase para ser utilizada em testes de

diagnéstico;

e Avaliar a utilizacdo da IgY anti-HAV como captura e conjugado em testes

para o diagnéstico da Hepatite A;

e Determinar os parametros de avaliagcao do teste imunoenzimatico utilizando
IgY anti-HAV;
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3. Materiais e métodos

3.1. Parecer do Conselho de Etica para a utilizacdo de galinhas

Foi enviado para o Conselho de Etica para utilizacdo de animais de
laboratério da Fundacao Oswaldo Cruz um pedido para o uso de galinhas no
presente projeto e a retirada e utilizacdo de seus ovos como amostras. O
Conselho de Etica estabeleceu que a aprovagdo ndo seria necessaria, pois as
galinhas apenas sofreriam com as vacina¢des necessarias, duas imunizacoes
e um reforgo. Além disso, as amostras de IgY seriam retiradas da coleta de

seus ovos, ndo causando injurias as galinhas.

3.2. Utilizacao das amostras de sanque

Todas as amostras de sangue utilizadas pelo projeto para avaliagcdo do
teste foram adquiridos com o consentimento dos participantes (anexo I)

3.3. Producao do virus da Hepatite A

Para a producao do HAV foram utilizadas as células FRhK-4, que sao
células de rim fetal de macaco Rhesus tratadas para cultura do virus de
Hepatite A (Gaspar ef al., 1992).

3.3.1. Propagacéo das células FRHK-4

Materiais
» Células FRhK-4
= Meio de cultura 199
= Soro fetal bovino (Gibco)
» Bicarbonato de Sédio (Merck, Brasil)
» Aminoacidos nao-essenciais 0,1 mM (Invitrogen, Estados Unidos)
» Hepes 25 mM (Invitrogen, Estados Unidos)
» Gentamicina (SIGMA, Alemanha)
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= PBS pH 7,4 estéril
=  Tripsina

Método

As células FRhK-4 foram retiradas do nitrogénio liquido e descongeladas
em “banho-maria” a 37°C para que voltassem ao seu metabolismo normal.
Apébs o descongelamento celular, as células foram propagadas ao se adicionar
0,5 mL da cultura celular em 10 mL do meio de cultura 199 suplementado com
soro fetal bovino, 4,4% de bicarbonato de sodio, 0,1 mM de aminoé&cidos néo-
essenciais, 25 mM de HEPES e 1% de gentamicina. Em seguida, as células
foram examinadas microscopicamente para visualizar possiveis fontes de
contaminacao, assim como a morfologia normal e 100% de confluéncia. As
células foram propagadas por sete dias na estufa a 37°C (Fanem, Brasil) até a
formacao de monocamada celular. Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi
retirado da garrafa e esta foi lavada com PBS. Em seguida, foi adicionado 2 mL
de tripsina para uma garrafa de 75cm?® ou 3 mL para uma garrafa de 175cm?® e
as garrafas foram colocadas na posicdo horizontal para haver o contato entre
as células em sua monocamada e a tripsina. Houve uma incubagéo a 37 °C por
3-5 minutos e quando as células se soltaram da superficie, foram aliquotadas
em diferentes garrafas e ocorreu a adicao do meio 199 suplementado com 10%
de soro fetal bovino seguindo de uma incubagéo a 37 °C por 24 horas.

3.3.2. Propagacao e liberacdo do virus da Hepatite A

Materiais
» (Células FRhK-4
» Meio de cultura 199 suplementado com 2% de soro fetal bovino
= PBS pH 7,4 estéril
» Gelo seco
= Etanol 95%
» Virus da Hepatite A (cepa HAF-203)
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Método

Apbs a passagem, de acordo com o crescimento celular obtido na
garrafa, foi feita a propagacdo do virus da hepatite A. Para isso houve a
necessidade da retirada total do meio da garrafa e a inoculagédo de 2mL do
virus para cada garrafa de 75cm® ou 3 mL do virus em cada garrafa de 175
cm?®. A garrafa, entdo, foi preenchida com 70 mL do meio 199 suplementado
com 2% de soro fetal bovino e incubada a 37°C na estufa por 14 dias. Apés
esse periodo, o sobrenadante foi descartado e a monocamada lavada com 10
mL de PBS estéril. Ap6s a lavagem, houve o acréscimo de 3 mL de PBS estéril
a cada garrafa. As células sofreram rompimento por cinco ciclos de
congelamento e descongelamento para remocédo de debris e liberacdo de
particulas virais. Em cada ciclo, cada garrafa foi depositada no gelo seco (-
80°C) e etanol 95%, apo6s o congelamento, colocada de volta na estufa a 37°C
para seu descongelamento. O material viral foi aliquotado em tubos de
poliestireno devidamente identificados e armazenado a -70°C para ser utilizado

posteriormente.

3.4. Deteccao e Quantificacao das particulas virais produzidas

As particulas virais de Hepatite A foram quantificadas ap6s a sua
producao pela técnica de RT-PCR em tempo real. Para tal, foi necessaria a
extracdo do RNA viral, a transcricdo reversa do RNA para cDNA e a
amplificacéo e deteccéo do material genético pela técnica de PCR (De Paula et
al., 2007). A extragao utilizou o kit de extragdo da Promega.

3.4.1. Extracdo do RNA do virus HAV em amostras de células FRHK4

Materiais
» Virus da Hepatite A (Cepa HAF-203)
» Kit de extracdo de RNA da Promega (SV total RNA isolation system,
Estados Unidos)
= Etanol 95%
» Bicarbonato de Sédio (Merck, Brasil)
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= Aminoacidos nao-essenciais 0,1 mM (Invitrogen, Estados Unidos)
= Hepes 25 mM (Invitrogen, Estados Unidos)

=  Gentamicina (SIGMA, Alemanha)

= PBS pH 7,4 estéril

» Gelo seco

=  Tripsina

Método

No inicio da extracao, foram adicionados 300 pL de cultura celular em
tubos de 1,5 mL. Posteriormente, adicionou-se 350 uL do tampéo de diluicao
de RNA (RDA) a cada tubo. A solugéo foi misturada por inversdo de 3-4 vezes
e colocada em “banho-maria” a 70°C por 3 minutos. Apés o aqguecimento, 0s
tubos foram centrifugados a 13200xg por 10 minutos a -20°C. O sobrenadante
(lisado e clarificado) foi transferido para um eppendorf, de modo que o
microtubo n&o se misturasse com o sobrenadante. Ao sobrenadante foram
adicionados 200 pL de etanol 95% e essa solucéo foi transferida para coluna
do kit de extracéo e submetida a centrifugacao a 13200 x g por 60 segundos, a
-20°C. O tubo utilizado foi descartado e a coluna colocada em um tubo novo. A
essa coluna foram adicionados 600 pL do tampao de lavagem (RWA) e, entéo,
centrifugada a 13200xg por 1 minuto, a 20°C. Houve uma nova troca dos tubos
coletores da coluna e foi feita uma solucado contendo 40 uL do tampéo Yellow
core, 5 pyL de Cloreto de manganés (MnCl,) 0,09M e 5 yL de DNAse |. Foram
adicionados 50 pL dessa solucao na coluna de cada tubo e foram incubados
por 15 minutos, a 20°C. Ap6s a incubacdo, 200 yL de DNAse stop solution
(DSA) foram adicionados e os tubos sofreram nova centrifugacdo a 13200xg
por 1 minuto e, em seguida, foram adicionados 600 pL do tampao de lavagem
e centrifugados novamente a 13200xg por 1 minuto, a 20°C. O tubo foi trocado
e a coluna foi adicionado 250 pyL do tampao de lavagem e centrifugados a
13200xg por 2 minutos a 20°C. Posteriormente as colunas foram transferidas
para um novo tubo de eluicdo, adicionando-se 100 uL de agua RNAse free
para eluir o RNA. As colunas foram submetidas a uma ultima centrifugagcéao a
13200xg por 1 minuto, a 20°C. A coluna foi removida e descartada, enquanto o
RNA foi armazenado a -70°C.
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3.4.2. Sintese do DNA complementar (cDNA)

Materiais
= Random primers (20pmol/uL) (Invitrogen, EUA)
= RNA viral
= dNTP (1,25 mM) (Invitrogen, EUA)
= DTT (0,1 M) (Invitrogen, EUA)
= RNAsin (1U/ yL) (Invitrogen, EUA)
» Tampao de reagédo da enzima 5X MMLV-RT (Invitrogen, EUA)
= Enzima MMLV-RT (1U/ pL) (Invitrogen, EUA)

Método

Em um tubo eppendorf de 1,5 mL acrescentou-se 10 uL do RNA viral,
0,5 uL de RNAsin (inibidor de RNA), 2 uL de Random primers e 2 uL de dNTP
(desoxirribunocleotideos trifosfatos). A solucdo foi incubada a 65°C por 5
minutos. Apds a incubacdo, se acrescentou a cada tubo 4 pyL do tampao de
reacao da enzima 5X MMLV-RT (Moloney murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase), 2 yL de DTT (co-fator da enzima transcriptase reversa) e 1 pL
da enzima MMLV-RT. As amostras sofreram incubagdo a 37°C durante 60
minutos. Apds a incubacdo, as amostras sofreram outra incubacao a 65°C
durante 10 minutos para inativacdo da enzima. O material foi armazenado a

uma temperatura de -20°C.

3.4.3. PCR qualitativo e Eletroforese em gel de agarose

Materiais
= dNTP (1,25 mM) (Invitrogen, EUA)
» Tampao de reacdo da enzima Taq DNA polimerase 10 X (Promega,
EUA)
= MgCl> (50mM) (Promega, EUA)
= Primer senso “5” (10pmol/uL) (Invitrogen, EUA)
» Primer antisenso “F7gg” (10pmol/ uL)
= Agua DNAse/RNAse free
= Taqg DNA polimerase (Promega, EUA)
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= DNA complementar (cDNA)

» Tampao da amostra

» Padrao do peso molecular ¢x174 (20x diluido) (GIBCO, EUA)
= Agarose

= Brometo de etidio a 0,5% (Promega, EUA)

Método

O PCR qualitativo foi utilizado para detecgcéao da regido 5’ nao codificante
completa do HAV. Foram utilizados um par de oligonucleotideos para a
amplificagéo do material genético “5” (5'-
CCATCGATGGTAATACGACTCACTATAGTTCAA-3) e “Frg8” (5-
CCACTCCCAACAGTCTGGAAAAT-3’). Foi adicionada uma mistura contendo

4,0 uL de dNTP, 2,5 uL do tampéo de reacdo da enzima Taqg DNA polimerase
10x, 1,5 uL de MgCly, 1,0 uL do primer sense “5”, 1,0 uL do primer anti-sense
“F7e8”, 9,7 uL de agua DNAase/RNAase free, 0,5 uL da enzima Tag DNA
polimerase e 5 uL do cDNA da amostra. Como protocolo para o PCR, a
reacao foi submetida a uma desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos,
seguida de 40 ciclos de 63,1°C por 30 segundos para que ocorresse a
hibridizacdo dos iniciadores e 72°C por 1 minuto para a sua extensado. Para
confirmacéao da amplificagdo, um gel de eletroforese foi feito contendo agarose
a 1,5% e brometo de etidio a 0,5%. Em cada orificio do gel foram aplicados 8,0
uL do produto da reacdo do PCR, 2,0 uL do tampao da amostra (50% de
glicerol, 0,4% de azul de bromofenol, 0,4% de xileno cianol) e 10 uL do padrao
do peso molecular ¢x174 (20x diluido) (GIBCO, NI, EUA). O produto
amplificado foi visualizado em luz ultravioleta no transiluminador ap6s corrida
em gel de eletroforese na presenca de brometo de etideo para a visualizacao
das bandas de DNA de 788 pares de bases. Em seguida, o produto do PCR foi

armazenado a —20°C.

3.4.4. Quantificacdo de particulas virais

Materiais
= Agua DNAse/RNAse free (Gibco, EUA)
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= 1X TagMan Universal PCR Master mix (tampdo, dNTPs com UTP,
AmpERASE UNG e AmpliTaq Gold DNA polimerase (Roche, EUA)

= Assay by design (300nM de cada primer iniciador e 150 nM da sonda)
(Gentec, EUA)

= DNA complementar (cDNA)

» Uracil- N-glicolase (UNG)

Método

A quantificagao das particulas virais foi feita através de PCR em tempo
real e a curva e padronizagdo da técnica foram descritas por De Paula e
colaboradores em 2007. A sonda tinha como sequéncia FAM 5-
ACTCATTTTTCACGCTTTCTG-3’, o oligonucleotideo senso utilizado foi o 5'-
CTGCAGGTTCAGGGTTCTTAAATC-3 e o oligonucleotideo anti-senso
utilizado foi 0 5-GAGAGCCCTGGAAGAAAGAAGA-3'. As reagbes de PCR
foram realizadas utilizando o sistema 7500 da Applied Biosystems de PCR em
tempo real. Inicialmente, foi preparado para cada corrida um mix contendo 12,5
puL de 1x TagMan Universal PCR Master Mix, 1,25 uL de assay by design, 4 uL
de dgua DNAse/RNAse free e 5 uL do cDNA. Foi realizada a etapa inicial a
50°C por 2 minutos, para descontaminacao inicial da placa com Uracil- N-
glicolase e, apdés uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, as
amostras foram submetidas a 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. A fluorescéncia € testada ao final da etapa de hibridizacdo da sonda.

3.5. Utilizacao das galinhas

Neste estudo, foram utilizadas 20 galinhas com 14 dias de vida da
espécie Isa Brown. Todo o trabalho com as galinhas foi realizado no Centro
Universitario da Serra dos Orgaos, (FESO, Teresépolis, Rio de Janeiro, Brasil)
onde elas foram acomodadas em um biotério especial com regime de 12 horas
com luz e 12 horas sem luz, temperatura ambiente de 24 °C e umidade relativa
de 70-80%. Cada galinha foi mantida em gaiolas individuais com agua e
alimento comercial sendo oferecido “ad libitum” de acordo com seu estagio de
vida (figura 3.1.). As galinhas, quando compradas, vieram com atestado de que
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estas eram livres de patdégenos e apds seu acondicionamento no laboratério
foram vacinadas pela via nasal contra o virus Fowlpox e contra o virus
NewCastle. As galinhas sofreram eutanasia com 211 dias de vida, 16 semanas
apdés o comego da postura dos ovos, sob anestesia profunda. Todos os
procedimentos experimentais foram feitos de acordo com o Guia de Cuidados e
Uso dos Animais de Laboratério (Wolfle et al., 1996).

Figura 3.1. Acondicionamento das galinhas (Fonte: Laboratério de
Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia, IOC/Fiocruz)

3.6. Imunizacao das galinhas poedeiras

Para a imunizacdo das galinhas poedeiras para produgcdo de
imunoglobulina Y anti-HAV no soro e nas gemas dos ovos das galinhas, as 20
aves recém nascidas foram divididas em 5 grupos, cada grupo conteve 4

individuos e recebeu um tipo de in6culo diferente (Figura 3.2.).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

LAl L

\ J\ SN\ 8 S\ e R )
Y Y ¥ b Y
Vacina comercial Vacina comercial Antigeno HAV  Antigeno HAV IFA
+ + +
CpG ODN IFA IFA
+
CpG ODN

Figura 3.2. Esquema da imunizacdo das galinhas (Fonte: Laboratério de

Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia, IOC/Fiocruz)
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Materiais
e Vacina pediatrica comercial inativada de Hepatite A (1mg/mL) (Integrate
DNA Technologies, EUA)
e CpG-ODN (sequéncia de oligodesoxinucleotideos com efeito
imunoestimulatério) 1ug/ uL (Prodimol)
e Virus da Hepatite A (5 X 10" copias/mL)
e Adjuvante incompleto de Fretind (IFA) (Sigma-aldrich)

Método

As galinhas do grupo 1 e as do grupo 2 foram inoculadas com a vacina
comercial inativada contra Hepatite A. No grupo 1, além da vacina, houve a
inoculacao de 20 ul do adjuvante CpG-ODN (1ug/ uL). Os grupos 3 e 4 foram
inoculados com 100 uL do HAV produzidos em cultura celular e 100 yL do
adjuvante incompleto de Frelind. No grupo 3 também houve a inoculagéao de 20
pl de CpG-ODN. O grupo 5 foi o grupo controle, com o inéculo apenas do
adjuvante incompleto de Freiind (Quadro 3.1.).

As imunizagbes ocorreram intramuscularmente e foram realizadas com
um més de diferenca entre cada uma. Dois meses apds a primeira imunizacao

foi feito um booster a fim de estimular a producéo de anticorpos.

Quadro 3.1. Inoculagdes ocorridas por grupo

Grupo Inoculacées
1 200 pl de vacina + 20 ul de CpG-ODN
2 200 pl de vacina
3 100 pl de HAV + 100 pl de IFA + 20 pl de CpG-ODN
4 100 pl de HAV + 100 pl de IFA
5 100 pl de IFA

Nos dias 0, 30, 60 e 90 (Figura 3.3) as galinhas foram pesadas e foi
realizada a coleta de sangue na veia da asa (Figura 3.4). O sangue coletado foi
centrifugado por 6 minutos a 3500xg para monitorar a soroconversao através

35



Ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da hepatite A utilizando IgY anti-HAV Silva, A.S

da pesquisa de anticorpos anti-HAV por teste imunoenzimatico comercial
(Biokit Elisa anti-HAV). Os ovos foram coletados por 16 semanas a partir do
20° dia ap6s a terceira imunizagao e estocados a -20°C. Depois desse periodo
as galinhas foram mortas por exsanguinagao utilizando barbitaricos por
anestesia profunda.

2" inoculagdo e retirada 3 inoculagio (reforco) Semana 1 da postura Sorologia Semana 16 da postura dos ovos e
e sorologia e sorologia dos ovos exsanguinagio das galinhas

Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 80 Dia 90 Dia 192

1" inoculagio

Figura 3.3. Linha do tempo da imunizacdo e postura dos ovos das
galinhas poedeiras.

Figura 3.4. Coleta do sangue das galinhas poedeiras

3.7. Purificacao da Imunoglobulina Y

A partir da coleta dos ovos foi estabelecida a purificacdo da gema para a
obtencdo da Imunoglobulina Y. O protocolo estabelecido seguiu 0 método de
Polson de 1985 (Polson et al., 1985). O método consiste na separagdo da
imunoglobulina Y das proteinas e gorduras da gema pela centrifugacao e
precipitagdo com polietileno glicol 6000, seguida de uma precipitagao final pelo
alcool (Figura 3.5.).
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Materiais
e Tampao fosfato Salina (PBS) (ph 7,5)
e Polietileno glicol 6000 (PEG 6000) (Sigma Aldrich, Alemanha)
e Etanol 70%

Método

Como pode ser visualizado na figura 3.5, inicialmente a cada gema foi
adicionado quatro partes de PBS e a pulverizagdo de PEG 6.000, 3,5% (p/v)
(1). A mistura foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente e,
posteriormente, centrifugada por 25 minutos (5.000xg) (2). Apds a
centrifugacao, o precipitado foi descartado e o sobrenadante decantado por um
funil com papel de filtro (3). Em seguida houve a adigdo de PEG 6.000 a uma
concentragao final de 12% (p/v) (4) e a mistura foi homogeneizada, incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugada como anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido novamente em 25 mL
de PBS. Foi pulverizado PEG 6.000 a uma concentracao final de 12% (p/v) (5)
e essa solugcdo foi incubada e centrifugada como descrito anteriormente,
ocorrendo o descarte do sobrenadante. O precipitado foi dissolvido em 2,5 mL
de PBS a 0°C e 2,5 mL de etanol a temperatura de -20°C (6). Ocorreu uma
ultima centrifugagéao (10.000xg) por 25 minutos, o sobrenadante foi descartado

e o precipitado foi dissolvido em 2,5 mL de PBS (7).
@ ®

— Incubagao Incubagao
ovo das Centrlfuga;ao Centrlfugagao
galinhas
Etanol ‘ Centrifugacéo
mp [aq 6000

Q Centrifugacio

Figura 3.5. Esquema da purificagdo da imunoglobulina Y utilizando o método

Incubacdo

de Polson de 1985 (Fonte: Laboratério de Desenvolvimento Tecnolégico em

Virologia, IOC/Fiocruz).
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Para a determinagdo da concentragdo da proteina foi realizada a
espectrofotometria com a utilizagdo do aparelho GeneQuant pro e para
determinar a especificidade e titulacéo da IgY anti-HAV nas gemas foi realizado
um teste imunoenzimatico. Para isto, foi utilizada a IgY purificada dos ovos nas
semanas 1, 5, 9, 13 e 16. O ensaio de ELISA utilizou o kit comercial BioKit
ELISA anti-HAV que utiliza um ensaio imunoenzimatico competitivo aonde os
anticorpos presentes na amostra diluida no fator 10X competem com um
anticorpo comercial conjugado com peroxidase pelo antigeno capturado na

placa.

3.8. Producao do conjugado anti HAV

A imunoglobulina Y purificada foi conjugada com a peroxidase para a
sua utilizagdo no ensaio imunoenzimatico de ELISA anti-HAV. A metodologia
foi descrita por Nakane e colaboradores (1974) e modificada por Camargo e
colaboradores (1987). Sua producéao consiste na passagem em trés colunas de
Sephadex G-25 (Figura 3.6.).

Materiais
e Horseradish peroxidase (SIGMA, Alemanha)
e Metaperiodato de Sédio (0,1 M)
e Coluna de Sephadex G-25 (PD10) (Amersham Pharmacy Biotech)
e Tampéo Acetato de Sédio (1 mM, pH 4,4)
e Tampéao Carbonato (10 MM e 0,2 M, pH 9,5)
e Borohidrato de Sédio (0,1 M) (SIGMA, Alemanha)
e Tampéo Fosfato Salina (PBS, pH 7,2)

Método

Antes de iniciar a conjugacao, as trés colunas Sephadex G-25 foram
equilibradas com o mesmo volume (35 mL) dos tampdes acetato de sédio
(1mM), carbonato (0,01M) e PBS. Em seguida, houve a dissolugcdo de 4 mg de
peroxidase em 1 mL de &gua destilada. Na solucdo de peroxidase foram

adicionados 0,2 mL de metaperiodato de sddio e a solucido sofreu agitacao
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constante por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a
solucdo de peroxidase e metaperiodato foi filtrada na primeira coluna, que
havia sido equilibrada previamente com tampao acetato de sodio, de onde se
desprezou o volume de 3,5 mL (volume do leito da coluna) e se retirou 1,5 mL
da solucdo filtrada. Em seguida, o pH da mistura de peroxidase e
metaperiodato foi ajustado para pH 9,4 com tampao carbonato 0,2 M. A
solugédo contendo a IgY foi filtrada em outra coluna e equilibrada com tampéao
carbonato (10 mM) de onde se desprezou 3,5 mL e se coletou 1,5 mL do
filtrado.

Para a conjugacao, 1,5 mL do filtrado de IgY e 1,5 mL de peroxidase
foram agitados constantemente com o agitador por 2 horas com a adicéo lenta
de 0,1 mL de solucao de borohidrato de sodio (0,1 M). A solucao foi incubada
em agitacdo constante por mais 2 horas a 4°C e filtrada em uma terceira coluna
contendo tampéo fosfato salina, de onde foram desprezados 3,5mL do volume
do leito de coluna e coletados 3,0 mL do conjugado final. O conjugado foi
estocado a temperatura de -20°C e em solugao de PBS/Glicerol (v/v) em uma
diluicdo 1:10.

Tampdo acetato de sadio

4 mg de peroxidase
em 1 mL de H,0 39itagac 20
—_—

= o
+ T = ambiente B0, — Tampédo PBS 7,2
a v
0,2 mL de NalQ,
; \ . .
e ST T
_— | g [
Tampdo Carbonato |
| | )
agitagdo 120 Incubar por 120° i
Solugdo contendo 4 C
lgY O 3mL

8% s . — Borohidrato de Sédio
a

ULE—rrL
Figura 3.6. Esquema da conjugacdo da imunoglobulina Y com a
peroxidase (Fonte: Laboratério de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia,
IOC/Fiocruz).
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3.9. Caracterizacao da IgY por SDS-PAGE e Western Blotting

3.9.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi efetuada para a visualizacédo
da ocorréncia de imunoglobulina Y na gema dos ovos das galinhas imunizadas.
O SDS-PAGE foi realizado com a utilizacdo do sistema da Bio Rad® Mini gel.

Materiais

e Gel de corrida 10% (Acrilamida/Bisacrilamida 30%; Tampé&o Tris-HCI
1,5M, pH 8,8; SDS 10%; Persulfato de aménio 10%;TEMED)

e Gel de Empilhamento 10% (Acrilamida/Bisacrilamida 30%; Tampao Tris-
HCI 1,0M, pH 6,8; SDS 10%; Persulfato de aménio 10%; TEMED)

e Brilliant Blue R (10 mg/mL)

e Solucao descorante

e Solucao de secagem do gel

e Cuba de corrida de eletroforese

e Tampéao da amostra

e Tampao Tris-Glicina 1X

e Peso Molecular Bench mark

Método

O gel de corrida foi aplicado entre duas placas de vidro e polimerizado a
temperatura ambiente por 1 hora. Apds a polimerizagdo do gel de corrida foi
adicionado sobre este o gel de empilhamento. Nesse intervalo a solugéao
corante Brilliant Blue R (10 mg/mL), a descorante e a de secagem do gel foram
feitas. Com os géis polimerizados, estes foram presos a cuba de corrida. A
cuba foi adicionado o Tampao Tris-Glicina 1X até cobrir 0 gel. As amostras da
gema dos ovos foram diluidas 1:2 com o tamp&o da amostra e desnaturadas a
95°C por 4 minutos. As amostras e o peso molecular foram aplicados em seus
respectivos pocos e iniciada a corrida. A corrida foi ajustada para 150V por 80
minutos. Ao final da corrida, o gel foi retirado delicadamente e incubado por 30

minutos na solugéo corante e 30 minutos na solugdo descorante e visualizado.
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3.9.2. Western Blotting

O Western Blotting visou evidenciar a presenga de IgY anti-HAV, na
gema dos ovos, pela sua ligacdo ao antigeno de Hepatite A. Para isso, foi
adicionado o HAV em um gel de eletroforese, esse gel foi transferido para uma
membrana de nitrocelulose e a membrana foi adicionada a gema purificada das
galinhas imunizadas. Para a visualizacao da ligacao foi adicionada IgG anti-IgY

de coelho e proteina A conjugada com peroxidase.

Materiais
e Horseradish peroxidase (SIGMA, Alemanha)
e Gel Bis-Tris 12%
e Corante comassie Blue
e Membrana de nitrocelulose
e Tampao de transferéncia do Western
e PBS-Tween 0,05% (PBS-T)
e Solucao de leite em po
e IgY de cada grupo (I-V)
e |gG de coelho anti-IgY (Sigma, Steinhein-Germany)
e Proteina A (Sigma, St Louis/USA)
e PBS
e 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto
e CoCl

Método

O virus da Hepatite A foi colocado no gel Bis-Tris 12% e este foi
submetido a eletroforese a 200 V por 40 minutos até a chegada do corante ao
fundo. Os géis foram corados com Comassie Blue para visualizar as proteinas.
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose no tampdo de transferéncia do Western e submetidas a
eletroforese a 100 V por 120 minutos. Em seguida, a membrana foi bloqueada
com PBS-T 0,05% e solugdo de leite em pé 5% por 18 a 24 horas a

temperatura ambiente com agitacéo constante no agitador e, entdo, lavada trés
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vezes (5 minutos por lavagem) em 200 mL de PBS-Tween 0,05%. A membrana
foi incubada com IgY diluida 1:5000 em PBS-Tween 0,05% e em solugédo de
leite em pd 5%, de cada grupo do estudo em questado (I-V) sendo incubada a
37 °C por quatro horas com agitacdo constante. Apdés a incubacdo, a
membrana foi lavada como descrito anteriormente. Apds a lavagem, IgG anti-
IgY de coelho (Sigma, Steinhein-Germany) diluida a 1:5000 em PBS-T 0,05%
foi adicionada a membrana, e a mesma foi incubada por 37°C durante 1 hora.
A membrana foi lavada e a ela foi adicionada a proteina A (Sigma, St
Louis/USA) conjugada com peroxidase diluida a 1:500 in PBS-T 0,05%. Houve
uma incubacédo a 37 °C por 1 hora com agitacao constante, seguida por uma
lavagem final, trés vezes com PBS-T e trés vezes com PBS. As bandas foram
reveladas utilizando 5mg de 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto em 20
microlitros de peroxidase e 100 microlitros de CoCl, em 10mL de PBS. A

reacao foi interrompida pela adicdo de excesso de agua destilada.

3.10. Neutralizacao In vitro do HAV pela IgY anti-HAV

Diluicbes do anticorpo IgY anti-HAV foram adicionadas ao HAV para
avaliar a especificidade e a diluicdo maxima em que a IgY anti-HAV conseguiria
inibir a replicacdo do HAV em cultura celular.

Materiais
e Imunoglobulina Y anti-HAV
e Virus da Hepatite A (Cepa HAF-203)
e Cultura celular FRhK-4
e Kit de PCR em tempo real

Método

Inicialmente, as amostras de IgY anti-HAV diluidas (1:1; 1:10; 1:100;
1:1000 e 1:10000) foram incubadas com 10’ cépias/mL de HAV a 37°C por 1
hora. Depois, o inéculo ao qual foi anteriormente adaptado para cultura de
células FRhK-4 foi adicionado a monocamada de FRHK-4 e mantido durante

10 dias a 37°C com 2% de CO.. A replicacdo do HAV foi estimada por técnica
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de PCR real time quantitativo para a detec¢cdao de RNA negativo intermediario,
como descrito por de Paula e colaboradores (de Paula et al., 2009).

3.11. Avaliacao da IgY anti-HAV como conjugado e captura

Para avaliagdo da IgY anti-HAV como anticorpo conjugado e anticorpo
de captura de ensaios imunoenzimaticos (EIE) foram realizados ensaios
imunoenzimaticos diretos desenvolvidos no laboratério (in house) para
deteccao do antigeno de HAV (HAVAg). Através da melhor discriminacéo entre
as densidades oticas dos controles positivos (virus) e negativos (PBS) foi
possivel estabelecer a eficiéncia do método utilizado para a producado de
anticorpos IgY anti-HAV.

Materiais
e Microplacas de poliestireno de 96 orificios (Maxisorp, Estados Unidos)
e Imunoglobulina IgY anti-HAV
e Tampao Fosfato Salina + Tween 20 (PBST)
e Tampéao de bloqueio (PBST + BSA 5%)
e Virus da Hepatite A (Cepa HAF-203)
e Imunoglobulina IgY anti-HAV conjugada com peroxidase
e TMB (3,3,5,5-Tetrametilbenzidina) (Sigma, Estados Unidos)
e Acido sulfarico (H2SO4)

Método

Microplacas de 96 orificios foram sensibilizadas com 100 uL de anticorpo
de captura (imunoglobulina Y anti-HAV) diluidas 1:1000 em PBS e incubadas a
4°C por 18 horas. Apés esse tempo, a placa foi lavada 5 vezes com 220 uL de
PBST e, em seguida, adicionados a ela 200 pL do tampao de bloqueio e
realizada uma nova incubacao por 1 hora a temperatura ambiente. Ao término
da segunda incubacao, os pocos foram lavados com 220 puL de PBST e a eles
foi adicionado o virus da Hepatite A diluido 1:2 em PBS. Seguida de nova
incubacgao a 37°C por 1 hora. Apds essa incubacao houve mais uma lavagem
com tampéao PBST e adi¢do do conjugado em duplicatas produzidas a partir da
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IgY nas diluigbes: 1:100, 1:250, 1:1000 e 1:2000. Depois da adicdo do
conjugado, a placa foi incubada a 37°C por 1 hora. Apés essa incubacao, a
microplaca foi lavada como descrito anteriormente e a ela foi adicionado 100 pL
do cromégeno (TMB), sendo incubada durante 10 minutos. A reacgao foi
interrompida com 100 uL de acido sulfarico e sua absorbancia estabelecida por
espectrofotometria (450 nm).

3.12. Padronizacao do teste para deteccao de imunoglobulinas
totais anti-HAV

Para avaliar a melhor concentragdo e acdo da IgY anti-HAV como
anticorpo de captura na placa e anticorpo conjugado com peroxidase para
deteccdo de anticorpos totais anti-HAV, foi realizado um ensaio
imunoenzimatico competitivo onde o IgY anti-HAV conjugado competiu com
imunoglobulinas anti-HAV das amostras. Para esta avaliagdo se verificou a
melhor discriminacdo entre as D.O.s das amostras positivas e negativas para

imunoglobulinas anti-HAV.

Materiais

e Microplacas de poliestireno 96 orificios (Maxisorp, Estados Unidos)

e Imunoglobulina IgY anti-HAV

e Tampéo Fosfato Salina + Tween 20 (PBST)

e Tampéao de bloqueio (PBST + BSA 5%)

e Virus da Hepatite A (Cepa HAF-203)

e |munoglobulina IgY anti-HAV conjugada com peroxidase

e TMB (3,3,5,5-Tetrametilbenzidina) (Sigma, Estados Unidos)

e Acido sulfarico

e Amostras positivas para IgG anti-HAV (de acordo com o kit comercial
Biokit Elisa anti-HAV)

e Amostras negativas para IgG anti-HAV (de acordo com o kit comercial
Biokit Elisa anti-HAV)

44



Ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da hepatite A utilizando IgY anti-HAV Silva, A.S

Método

Microplacas de 96 orificios foram sensibilizadas com 100 uL de anticorpo
de captura (imunoglobulina Y anti-HAV) 1:1000 em PBS e incubadas a 4°C por
18 horas. Ao término da primeira incubagao, os pocos foram lavados 5 vezes
com 220 uL de PBST e a eles foram adicionados 50 uL do virus da Hepatite A
diluido 1:2 e 50 yL das amostras positivas e negativas nas diluicées 1:10,
1:100, 1:1000 e 1:2000. Em seguida foi realizada uma segunda incubacao por
1 hora a 37°C. Apds essa incubagao houve mais uma lavagem com tampao
PBST e adi¢do de 100uL do conjugado produzido a partir da IgY nas dilui¢des:
1:100, 1:250, 1:1000 e 1:2000. Depois da adi¢do do conjugado a microplaca foi
incubada por 1 hora a 37°C. Em seguida a microplaca foi lavada como descrito
acima e a ela foi adicionado o cromégeno (TMB) para a incubacao durante 10
minutos. A reacdo foi interrompida com acido sulfurico e sua absorbancia
estabelecida por espectrofotometria.

Apés a definicao das melhores diluicbes da amostra e do conjugado foi
realizado um ensaio com a etapa de bloqueio. Nesse ensaio microplacas de 96
orificios foram sensibilizadas com 100 pL de anticorpo de captura
(imunoglobulina IgY anti-HAV) diluidas 1:1000 em PBS e incubadas a 4°C por
18 horas. ApGs esse tempo, a placa foi lavada 5 vezes com 220 pL de PBS-
Tween (PBST), a ela adicionados 200 uL do tampao de bloqueio (PBST + BSA
5%) e incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Ao término da segunda
incubacgéo, os pocgos foram lavados 5 vezes com 220 uL de PBST e a eles
foram adicionados 50 pL do virus da Hepatite A diluido 1:2 e 50 pyL de cada
amostra positiva e negativa nas diluigbes 1:10 e 1:100. Em seguida, foi feita
uma terceira incubacao por 1 hora a 37°C. Apds essa incubacdo a placa foi
lavada 5 vezes tampado PBST e a ela se adicionou 100 yL do conjugado
produzido a partir da IgY nas diluicées: 1:250, 1:500 e 1:1000. Depois da
adicao do conjugado a placa foi incubada por 1 hora a 37°C. Apéds a incubacao,
a microplaca foi lavada e a ela foi adicionado o cromégeno (TMB) e, entao,
incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente. A reacao foi parada com
acido sulfurico e sua absorbancia estabelecida por espectrofotometria (450

nm).
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3.13. Populacao de estudo

As amostras utilizadas nesse trabalho para a avaliacdo dos ensaios
imunoenzimaticos sdo amostras de voluntarios com sorologia positiva (100
amostras) ou negativa (100 amostras) confirmados por ensaios
imunoenzimaticos competitivos que utilizam IgG como captura e conjugado.
Essas amostras foram retiradas de um surto que ocorreu na cidade de trés rios

no estado do Rio de Janeiro.

3.14. Deteccao de anticorpos anti-HAV totais utilizando IgY

como captura e conjugado

Apébs a detecgdo da melhor diluicdo das amostras e do conjugado, um
painel de soros contendo 200 amostras em duplicata, 100 amostras de
pacientes com sorologia positiva € 100 amostras para sorologia negativa para
hepatite A foi avaliado para deteccao de anticorpos totais anti-HAV, utilizando a
IgY anti-HAV como captura e conjugado, no ensaio competitivo de ELISA
descrito no tépico 3.12.

3.15. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism
5.0. Os dados foram demonstrados como a média + o desvio médio (DM) e
niveis de significancia foram avaliados utilizando ANOVA. As diferencas foram
consideradas significantes como nivel de p< 0.05.

Para a avaliagdo do novo ensaio competitivo de ELISA IgY foi utilizado o

programa MedCalc versdo 9.3.9.0. O programa avaliou alguns parametros
necessarios para o controle de qualidade do teste:
» Especificidade: Proporcdo de todos os individuos sem a doenca que
apresentam resultados negativos quando o teste em particular é utilizado. A
especificidade é calculada como o numero de verdadeiros resultados negativos
dividido pelo numero de todos os individuos sem a doenca.
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Especificidade = Verdadeiro negativo

Falso positivo + Verdadeiro negativo

» Sensibilidade: Proporcdao de todos os pacientes com a doenca que
apresentam resultados positivos quando o teste em particular é utilizado. E
calculada pelo numero de verdadeiros positivos dividido pelo numero de todos

0s pacientes com a doenga.

Sensibilidade = Verdadeiro positivo

Falso negativo + Verdadeiro positivo

» Likelihood ratio: Indica quantas vezes o resultado de um teste diagnéstico é
capaz de mudar a probabilidade de se ter uma doenca. Esse valor € calculado
tanto para resultados positivos que é a probabilidade de confirmar a doenca,
quanto para resultados negativos que é a probabilidade de excluir a doenca.
Quanto maior ou menor o likelihood ratio positivo ou negativo mais poderoso é

o teste em termos diagnosticos.

Likelihood ratio positivo = Sensibilidade
(1 — Especificidade)

Likelihood ratio negativo = (1 — Sensibilidade)

Especificidade

= Valores preditivos: Definido como a precisdo de um teste prever uma
doenca. Classificado em valor preditivo positivo (numero de resultados
verdadeiro- positivos dividido pelo numero de todos os resultados positivos do
teste) e valor preditivo negativo (nimero de resultados verdadeiro-negativos
dividido pelo niumero de todos os resultados negativos do teste).

Valor Preditivo Positivo = Verdadeiro positivo

Falso positivo + Verdadeiro positivo

Valor Preditivo Negativo = Verdadeiro negativo

Falso negativo + Verdadeiro negativo

» Curva ROC: Descricdo grafica do desempenho de um teste representado
pela relacdo entre a taxa de verdadeiro-positivos e a taxa de falso-positivos.
Representa a precisao intrinseca do teste, e é ideal para a comparacao de
testes. A precisdo global de um teste pode ser descrita como a area sobre a
curva ROC.
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Eficiéncia: Relacdo entre o numero de resultados corretos no teste e o total

de individuos testados (N), isto €, a proporcéo de diagndsticos corretos.
Verdadeiro positivo + Verdadeiro negativo
Total de individuos testados

Eficiéncia =
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4. Resultados

4.1. Propagacao e Quantificacao das particulas virais

O virus da Hepatite A (Cepa HAF-203) foi quantificado por PCR em
tempo real apds o cultivo celular, onde obtivemos 1,69 X 10° virions. Esse virus
foi utilizado para imunizacdo dos animais, teste de neutralizacdo e em ensaios

imunoenzimaticos.

4.2. Efeitos da imunizacao nas galinhas

Todas as galinhas imunizadas demonstraram uma condicdo clinica
saudavel durante o experimento. Os locais de inoculagdo nao trouxeram
desconforto ou dano tecidual as galinhas. Para investigar a influéncia do
estresse ou a toxicidade dos adjuvantes usados na imunizagédo, as pesagens
das galinhas foram realizadas e comparadas entre cada grupo durante o
experimento. O resultado da pesagem foi encontrado pela média do peso das
galinhas de cada grupo e foram feitas quatro pesagens, cada uma com um més
de intervalo a partir da primeira imunizacdo. Na quadro 4.1 esta apresentada a
média das pesagens e do desvio padrdao durante o experimento.

Quadro 4.1. Média do peso das galinhas e do desvio padrao por grupos

Grupos Grupo | Grupo Il Grupo Ill | Grupo IV | Grupo 5
Pesagem
12 pesagem 184,75 g 181,25 g 161 ¢ 174,59 165,59
(+DP) (20.4) (26.8) (05.9) (26.6) (03.7)
22 pesagem 682,5 g 6709 638,75 g 583,75 g 616,65 g
(+DP) (33.7) (63.7) (77.9) (87.2) (55.3)
32 pesagem 1430 ¢ 1508 g 1462,59g | 1333,75¢ 1193 g
(+DP) (92.0) (135.3) (108.0) (176.0) (66.5)
42 pesagem 1748,75 ¢ 1760 g 1817,59 | 1676,25¢ 1543 g
(+DP) (121,2) (289,1) (178,3) (233,7) (15,3)
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Nenhuma anormalidade em relacdo ao peso foi observada no
desenvolvimento das galinhas durante o periodo de imunizacao (Grafico 4.1).

Pesagem das galinhas por grupo

2000+
1800+
1600+ —
1400+ ]
1200 = o 1a pesagem
1000 | 2a pesagem

800+ O 3a pesagem

6001 O 4a pesagem
400+

200+

gramas

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

Grafico 4.1. Peso (g) das galinhas dos cinco grupos em cada pesagem. As

pesagens foram realizadas a cada més apos a 12imunizagéo

Para avaliar a presenca de IgY anti-HAV no soro das galinhas
imunizadas, foram realizadas trés coletas de sangue com um intervalo de 30
dias entre cada uma. O soro das galinhas foi titulado e foi verificado se as
imunizagdes provocaram uma resposta imune contra a hepatite A ao produzir
IgY anti-HAV. Nestes ensaios, o soro foi titulado para estimar a concentracédo
de anticorpos especificos contra o HAV. Na primeira sorologia todos os grupos
apresentaram resultado negativo, ndo sendo encontrado nenhum titulo de IgY
anti-HAV. A partir da segunda coleta de sangue, ja se encontrou positividade
para anticorpos IgY anti-HAV em todos os grupos, exceto no grupo 5 que
sofreu imunizacdo com a IFA. Na andlise comparativa do titulo sérico de IgY
anti-HAV entre os diferentes grupos, o maior titulo de anticorpo foi detectado
nos grupos 3 e 4, 30 dias ap6s a primeira imunizacao (p<0,001). Nos dois
meses seguintes, ndo foi detectado diferenca estatistica entre os grupos. O
grupo 3 imunizado com HAV, CpG-ODN e IFA demonstrou a maior elevagéao

dos anticorpos apos as imunizagdes (Grafico 4.2.)
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Grafico 4.2. Resposta de anticorpos IgY nos diferentes grupos de galinhas
imunizadas. Cada coluna no grafico representa a média de valores da razao
entre ponto de corte e densidade ética de IgY anti-HAV encontrados no soro

das galinhas imunizadas.

4.3. Avaliacao da IgY anti-HAV purificada das gemas dos ovos

As galinhas produziram 1406 ovos em 16 semanas, 0 numero de ovos
coletados de cada grupo por semanas esta apresentado no quadro 4.2. Apés a
purificacdo da IgY anti-HAV ensaios imunoenzimaticos foram realizados nas
semanas 1, 5,9, 13 e 16 apds a postura dos ovos para calcular a concentracao
utiizando espectrofotometria. O grafico 4.3 demonstra a média da
concentracdo estimada de proteinas pela espectrofotometria de todos os
grupos entre a 1% semana e a 16 semana apds a postura dos ovos. A maior
concentracdo de proteinas foi encontrada no grupo 3 com média de 9,827
mg/mL e a menor foi obtida no grupo 2 (inoculado somente com a vacina
inativada) com média de 5,794 mg/mL. Como a pureza encontrada no
protocolo realizado (Polson et al.,, 1985) é de 89% a concentracdo acima foi
ajustada para 8,7406 mg/mL de IgY no grupo 3 e foi encontrado 5,1566 mg/mL
de IgY no grupo 2.
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Quadro 4.2. Numero de ovos coletados por semana

Semana Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Total
1 9 2 3 6 4 24
2 14 7 15 14 10 60
3 16 12 24 19 13 84
4 15 12 21 20 13 81
5 16 22 22 21 13 94
6 24 20 23 25 12 104
7 23 20 25 26 12 106
8 27 21 24 26 20 118
9 24 20 29 24 25 122
10 25 20 19 25 12 101
11 25 17 27 24 6 99
12 21 18 25 16 6 86
13 24 21 22 25 13 105
14 19 17 18 14 12 80
15 24 20 26 26 14 110
16 8 6 6 8 4 32

Total 314 255 329 319 189 1406
12
10
8
|
£

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grafico 4.3. Média da concentracao de IgY (mg/mL) encontrada em ovos das

galinhas imunizadas.
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Os titulos de IgY anti-HAV encontrados nas gemas de cada grupo foram
obtidos pela técnica de ELISA durante as 16 semanas do estudo. O resultado
do teste de ELISA demonstrou que todos os grupos inoculados com HAV ou
vacina produziram anticorpos IgY anti-HAV, porém a maior concentragao
desses anticorpos foi encontrada no grupo 3 que apresentou uma titulacao de
10° (Grafico 4.4.).

Mot -

1H® 4 /s. o "
w10t | . / & & & —+ Grupo 1
—= Crupo 2
1 — o @ —+Cnipn 1
== Crrupo 4
1 —Grupo 5

0 | 1 = =

Semana 1 Semana 5 Semana 9 Semana 1l Semana 16

Grafico 4.4. Titulos de IgY anti-HAV encontrados nas semanas 1,5,9, 13 e 16

apoés a postura dos ovos das galinhas imunizadas.

Os resultados da espectrofotometria e do teste de ELISA demonstram
que a agao conjunta do adjuvante CpG-ODN com IFA teve uma maior
eficiéncia na estimulagéo da resposta imune das galinhas. Sendo assim, a IgY
do grupo 3 foi selecionada para ser testada como captura e conjugado do teste

imunoenzimatico de hepatite A

4.4. Eletroforese

O SDS-PAGE foi realizado para confirmar o isolamento e purificacao da
IgY do ovo (Figura 4.1). O padrao eletroforético da filtracdo do gel encontrado
estava de acordo com a IgY padrao (duas cadeias pesadas de 68 kDa e duas

cadeias leves de 27 KDa).
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~250 Kda
~180 Kda
~130 Kda
~115 Kda
~100 Kda
~82 Kda
~70 Kda
~64 Kda

~55 Kda
~49 Kda

Cadeia Pesada IgY

~37 Kda
~35 Kda

~37 Kda

Cadeia Leve IgY

~19 Kda

~10 Kda

Figura 4.1. Gel de eletroforese de poliacriiamida (SDS-PAGE) da
imunoglobulina purificada da gema dos ovos (IgY). Em cada linha foi colocada
20 pL da proteina. A concentracdo da acrilamida foi de 12%. Linha 1 - peso
molecular BenchmarkStain™ ; Linha 2- IgY

4.5. Western Blotting

A presenca de IgY anti-HAV na gema dos ovos foi confirmada por
Western Blotting (Figura 4.2).
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~75 Kda -
~50 Kda -

~37 Kda -

~25 Kda -

~20 Kda -
~15 Kda -

~10 Kda -

Proteinas do HAV (29-31 Kd)

Figura 4.2. Andlise do Western Blotting da IgY anti-HAV. O virus da hepatite A

foi incubado com IgY anti-HAV. Linha 1 — Peso molecular ; Linha 2- Proteinas

do HAV.

4.6. Neutralizacao In vitro da hepatite A pela IgY

Foi observado que a IgY anti-HAV obtidodas gemas obteve sucesso ao

bloquear a penetracdo do antigeno de HAV nas células FRhK-4. A

neutralizagdo do virus ocorreu até a diluicdo de 1:100. Além disso, houve uma

pequena replicacdo de HAV a partir das diluicées de 1:1000 como descrito na

quadro 4.3.

Quadro 4.3. Teste de neutralizacdo de HAV com IgY anti-HAV e numero de

cépias do HAV replicativo detectado.

Diluicdo da 1:1 1:10 1:100
IgY

Titulo de 1:1 1:10 1:100
neutralizagao
com HAV

Cépias de ND ND ND
HAV/mL

1:1000

2.26

1:10000

65.48

Sem
IgY

5.8x10°

ND=Nio detectado
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4.7. Avaliacao da lgY como conjugado e captura

Para a producdao do um ensaio imunoenzimatico a IgY anti-HAV foi
avaliada em um teste de ELISA utilizando esse anticorpo como conjugado e
captura da placa para determinar a melhor diluicio em que a IgY anti-HAV
poderia ser utilizada em um ensaio imunoenzimatico.

Como resultado se verificou que houve uma melhor discriminagao entre
as D.O.s dos controles positivos (virus) e dos controles negativos (PBS)
quando o anticorpo IgY anti-HAV de captura estava em uma diluicdo de 1:1000
e a IgY anti-HAV conjugado com peroxidase estava em uma diluicdo de 1:1000
(figura 4.3.). O calculo da média das D.O’s do controle positivo foi igual a
1,1615 e do controle negativo foi igual a 0,292 com pouca cor de fundo no
teste. Com o resultado positivo encontrado nos po¢os que continham o virus,
se verificou que os anticorpos encontrados nas gemas conseguiram se ligar ao
virus da Hepatite A (HAVAQ) nos testes de padronizacdo. Dessa maneira se
demonstrou que o método utilizado para a producao de anticorpos IgY anti-
HAV foi eficiente e que este anticorpo pode ser utilizado como insumo nos
testes imunoenziméaticos para hepatite A.
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Figura 4.3. Avaliacdo da melhor diluicdo do conjugado em um teste de IgY
anti-HAV utilizando a IgY de captura em uma diluicdo de 1:1000. As diluices
do conjugado foram de 1:100 (linhas A e B), 1:250 (linhas C e D), 1:1000
(linhas E e F) e 1:2000 (linhas G e H). Todas as diluicbes foram feitas em
duplicata, tanto quando se coloca o PBS ou o virus. O quadrado em vermelho

demonstra a melhor diluicdo que discriminou entre as D.O.s.

4.8. Padronizacao do teste para deteccao de imunoglobulinas
totais anti-HAV

Apbés a avaliagdo da IgY anti-HAV como anticorpo de captura e
conjugado para a sua utilizagcdo como insumo em testes imunoenzimaticos, foi
realizada a padronizagao de um ensaio imunoenzimatico competitivo produzido
no laboratério para deteccado de IgG anti-HAV. Inicialmente foi determinada a
melhor diluicdo da amostra e a melhor diluicdo do conjugado, ou seja, aquelas
diluicdes onde foi possivel a melhor discriminagéao entre as D.O.s das amostras
positivas para IgG anti-HAV e das amostras negativas para IgG anti-HAV.
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Do teste imunoenzimatico que nao continha uma etapa de blogueio com

PBST + BSA 5% foram escolhidas as diluicdes de 1:100 e 1:10 das amostras e
de 1:250 e 1:1000 do conjugado IgY anti-HAV (figura 4.4.).

.

Diluicao das amostras

f 1 :JZE)OO 11000 1100 . 1):10 §
1 2 3 4 5 6 7 8
A 4 3,942 | 3,656 | 3,69 | 3,048 | 3,871 | 1,326 | 2,195
B 3,84 | 3,777 | 3,715 | 3,911 | 2,924 | 3,709 | 1,258 | 1,881
C 1,935 | 2,24 | 1,861 | 2,258 | 1,295 | 1,98 [§0,543 | 0,934
D 1,884 | 2,498 | 2,182 | 2,286 | 1,372 | 2,068 [§ 0,517 | 0,938
E 1,086 | 1,054 | 0,827 | 1,011 }j 0,646 | 0,935 || 0,288 | 0,493
F 0,755 | 1,069 | 0,788 | 1,254 § 0,658 | 0,946 [ 0,264 | 0,506
G 0,466 | 0,452 | 0,354 | 0,496 | 0,318 | 0,402 | 0,138 | 0,283
H 0,409 | 0,443 | 0,311 | 0,449 | 0,238 | 0,366 | 0,174 | 0,368

Figura 4.4. Padronizagdo do ensaio imunoenzimatico competitivo “in-house”

IgY anti-HAV. As colunas impares equivalem as amostras positivas para 1gG

anti-HAV e as colunas pares se referem as amostras negativas. Os quadrados

em vermelho demonstram as diluicbes com as maiores discrepancias entre as

D.O.s das amostras positivas e negativas.

O passo seguinte foi realizar um ensaio imunoenzimatico “in-house”

competitiva IgY anti-HAV com a utilizagcdo do tampéao de bloqueio (PBST + BSA

5%) que atua bloqueando os sitios de ligacdo da placa apdés o passo de

captura da mesma. Nesse ensaio foram utilizadas as diluicbes de amostra e

conjugado selecionadas anteriormente, ou seja, as diluigdes de 1:100 e 1:10 da

amostra e de 1:1000 e 1:250 do conjugado. Como resultado foi observado que

as diluicdes onde ocorreu a melhor discrepancia entre as D.O.s positivas e

negativas foram as de 1:100 do soro e 1:1000 da IgY anti-HAV conjugado
(figura 4.5.).
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Figura 4.5. Padronizagdo do ensaio imunoenzimatico competitivo “in-house’
IgY anti-HAV com a etapa de bloqueio. As colunas impares equivalem as
amostras positivas para IgG anti-HAV e as colunas pares as amostras
negativas. O quadrado em vermelho demonstra a melhor diluicdo com maiores

discrepancias entre as D.O.s das amostras positivas e negativas.

4.9. Deteccéao de anticorpos anti-HAV totais utilizanda IgY como

captura e conjugado

O teste imunoenzimatico competitivo “in-house” foi realizado com um
painel de amostras de pacientes positivos e negativos para imunoglobulinas
totais anti-HAV. As amostras de soro utilizadas para padronizacdo do teste
foram testadas previamente para presenca de anticorpos anti-HAV utilizando o
teste Elisa comercial Biokit, o qual foi considerado como padrdo ouro para
comparacao com os resultados obtidos no teste “in house” com IgY anti-HAV.

No programa MedCalc versao 9.3.9.0 foi realizada a anadlise estatistica
do ensaio. Os resultados foram obtidos de acordo com o valor de corte com
maior precisdo (minimo de falsos negativos e falsos positivos) obtidos pela
analise da curva ROC. A curva ROC foi utilizada para avaliar o desempenho da

IgY anti-HAV no ensaio imunoenziméatico “in house” para deteccao da hepatite
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A, pois a curva ROC constréi-se usando todos os valores possiveis de valor de
corte com os correspondentes valores de sensibilidade e especificidade. E nos
permite comparar dois testes diferentes e selecionar um valor étimo de ponto
de corte para um teste.

O melhor valor de ponto de corte indicado pela curva ROC foi de 0,8326.
(figura 4.6) Utilizando este valor de corte, foram obtidas 21 amostras falso
negativas, 16 amostras falso positivas, 84 amostras verdadeiro negativas e 79
amostras verdadeiro positivas. Dentre os valores obtidos a especificidade foi de
79% e a sensibilidade obtida foi de 84%. O “likelihood ratio” positivo (LR+) teve
como resultado 4,00 e o negativo (LR-) foi de 0,20. J& como valor preditivo
positivo (VPP+) o resultado foi de 80% e o negativo (VPP-) foi de 83,2%. Além
dos resultados obtidos pelo programa MedCalc, a eficiéncia do ensaio foi
calculada. O teste apresentou uma eficiéncia de 81,5% (Quadro 4.4.)

Quadro 4.4. Valores dos parametros de validagédo do teste imunoenzimatico
utilizanda IgY anti-HAV

Valores dos parametros de validacao
Especificidade 79%
Sensibilidade 84%
Likelihood ratio positivo 4,00
Likelihood ratio negativo 0,20
Valor preditivo positivo 80%
Valor preditivo negativo 83,2%
Eficiéncia 81,5%
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Segue abaixo a curva ROC com a sensibilidade e especificidade (figura
4.5.).

100 |

Sensibilidade: 84,0
Ezpecificidade: 79,0
Criterion: <=0,8326

Sensibilidade
1

40 H

20H

0 —F A IR R TT BRI BT
0 20 40 60 80 100
1-Especificidade

Figura 4.6. Curva ROC demonstrando a especificidade e sensibilidade

do ensaio imunoenzimatico “in-house” IgY anti-HAV
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5. Discussao

5.1. Producao de IgY anti-HAV

A utilizacdo de animais de laboratério € um tema polémico devido ao
desconforto em relacdo ao bem estar desses seres. Normalmente, os animais
usados para fins de pesquisa ou tecnologia tendem a sofrer com a utilizacao de
técnicas invasivas que podem causar danos teciduais ou enfermidades
posteriores. Ha uma grande discussdo sobre a utilizagdo de animais em
laboratério, sendo preconizada a utilizacdo de procedimentos que visam
minimizar a dor e sofrimento do animal ou a substituicdo de protocolos que
utilizam cobaias por métodos alternativos, como a utilizacao de cultura celular
ou de tecidos, sistemas in-vitro e modelos matematicos (definicdo de variaveis
e testes de teorias, que reduzem o custo desses experimentos, tornando-os
mais eficazes) (Morales, 2008). Nem sempre essa substituicdo € satisfatéria e
pode ocasionar menor taxa de positividade nos resultados dos experimentos,
maior tempo necessario para a realizacdo do experimento ou aumento dos
custos. Quando os métodos alternativos sao utilizados na producado de
imunobioldgicos, esses inconvenientes tendem a ser maximizados, pois muitas
vezes a producdo desses insumos deve ser feita no menor tempo possivel em
ocorréncia de uma possivel emergéncia ou surto de doencas. Se a producao
do imunobiolégico for mais demorada o resultado pode ser o aumento no
namero de enfermidades e mortes.

Para a produgdo de ensaios imunoenzimaticos sdo utilizadas
imunoglobulinas de mamiferos. Quando um animal é utilizado, inicialmente
sofre a inoculacdo do antigeno e apdés a inoculacdo ha a formacdo de
imunoglobulinas contra o antigeno inoculado. Apdés a formagdo das
imunoglobulinas, estas sdo coletadas do animal e purificadas. Além disso, para
avaliacao do titulo soroldgico dessas imunoglobulinas, o animal precisa ser
ferido e sangrado varias vezes. Essa pratica traz ao animal dano tecidual e
sofrimento, pois constantemente o animal tem que ser ferido, tanto para a
coleta de imunoglobulinas quanto para a avaliacdo do titulo sorol6gico desta
(Schade et al., 2005).
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Uma alternativa que leva em consideracao o sofrimento animal e esta de
acordo com a utilizacao de técnicas alternativas é a chamada tecnologia da
imunoglobulina Y. A tecnologia da imunoglobulina Y utiliza imunoglobulinas
produzidas por aves e passadas para seus ovos. A retirada desses anticorpos
ocorre de maneira passiva, pelos ovos das galinhas, e, por isso, ndo trazem
nenhum sofrimento ao animal (Schade et al., 2005).

Com isso em mente, o presente trabalho visou produzir anticorpos que
futuramente possam ser utilizados na industria e na pesquisa a partir de
galinhas imunizadas. A coleta desses anticorpos n&o trazem sofrimento ao
animal, além de ter outras vantagens, como o baixo custo e ndo se ligar ao
sistema complemento do mamifero.

Inicialmente, foi avaliada a producéo da IgY anti-HAV e seu rendimento
como imunobioldogico. O ensaio se baseou na imunizacdo das galinhas
poedeiras para producao de IgY anti-HAV nas gemas dos ovos. Para evitar
uma baixa producdo de ovos apOs cada imunizacdo por causa do estresse
causado pelo procedimento da imunizacao (Levesque et al., 2007), a primeira
imunizagao ocorreu somente quando as galinhas estavam com 14 dias de vida,
e a ultima ocorreu 30 dias antes de comecar a postura dos ovos. Esse fato
possibilitou que o titulo de IgY anti-HAV fosse transferido lentamente para o
soro da gema com o maior titulo encontrado na 92 semana como descrito em
1983 (Loeken et al., 1983). As galinhas que foram imunizadas com HAV e com
a IFA, com ou sem CpG-ODN, exibiram em seu soro uma resposta mais rapida
para o HAV em comparacdo ao IFA ap6s a primeira imunizacao. Depois da
segunda imunizacdo todos 0s grupos tiveram uma resposta similar em
positividade aos titulos anti-HAV. Os grupos imunizados pela vacina (grupo 1:
HAV inativado com CPG-ODN e grupo 2: HAV inativado) também
apresentaram um alto titulo de anticorpos em 90 dias apds a primeira
imunizacao, o que confirma que a vacina comercial também pode ser (til na
producédo de IgY anti-HAV.

Na transferéncia da IgY para a gema dos ovos, as galinhas do grupo 3
(HAV + CpG + IFA) demonstraram uma transferéncia precoce e logo na
primeira semana apo0s a oviposicao foi possivel detectar IgY anti-HAV nas
gemas. A adicdo de apenas IFA (adjuvante incompleto de freiind) n&o resultou
em aumento dos titulos de IgY anti-HAV na gema (p>0.05). Foi observado que
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o grupo inoculado com a IFA e o adjuvante CpG-ODN (grupo 3) demonstrou os
maiores titulos de IgY, apesar dos titulos dos anticorpos variarem de acordo
com a formulagédo do in6culo utilizado para cada imunizagdao a quantidade de
anticorpos produzidos foi alta. Cada grupo colocou em média 280 ovos em
quatro meses e cada gema dos ovos conteve de 100 a 150 mg de anticorpos
de IgY. Isso pode resultar em 28—42 g de IgY por ano para cada galinha (Mine
et al., 2002, Pauly et al., 2009). Os anticorpos IgY anti-HAV representaram
entre 2% e 10% do total de IgY encontrado nos ovos (Schade et al.,, 1994). No
grupo 3, a deposigao de IgY anti-HAV nos ovos chegou a um primeiro pico na
nona semana e se estabilizou até a 162 semana apds o comeco da postura dos
ovos. Além disso, nesse grupo foi encontrado um aumento no titulo de 102 de
IgY anti-HAV por todas semanas quando comparado com o uso de apenas IFA
e HAV.

A média especifica da concentracao de IgY anti-HAV na gema dos ovos
das galinhas do grupo 3 (inoculadas com HAV + IFA + CpG-ODN) sempre foi a
mais alta por todas as semanas de oviposicdo ao se comparar com 0S ovos de
outros grupos. Levesque ja havia descrito niveis altos de anticorpos especificos
contidos na gema dos ovos ao se utilizar mais de um adjuvante (Levesque et
al., 2007). No caso do grupo 3 esse aumento se deu pois a IFA e o CpG-ODN
tem agbes distintas como adjuvantes. A IFA tem como agéo o prolongamento
da presenca do antigeno no local da injecdo e a promocao de um transporte
mais eficaz dos antigenos para o sistema linfatico e para os pulmdes onde
ocorre um acumulo de células inflamatérias, além disso, ela também tem a
capacidade de induzir processos inflamatérios, aumentando o infiltrado de
células inflamatérias e a capacidade de estimular as funcdées das células
apresentadoras de antigeno (APC), potencializando a resposta das células T
especificas (Gupta et al., 1993). Ja as moléculas de CpG-ODN precisam ser
internalizadas pelos leucécitos em endossomos que sdo maturados e fazem a
ativacao celular e a liberagcao de citocinas pré-inflamatérias, apos esse passo, o
CpG-ODN se liga ao receptor Toll-like 9 que aumenta a geracao da resposta
imune inata e promove protecdo do tipo Th1 em modelos animais (Vincent et
al., 2009, Zwiorek et al., 2008). Desse modo, o maior titulo de IgY anti-HAV
observado no grupo 3 ocorreu pela diferenca de atuacdo dos adjuvantes,
potencializando a resposta imune das galinhas para a formacédo da
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Imunoglobulina Y, aumentando tanto a sua concentracdo no soro quanto sua
concentracdo na gema das galinhas. Esse aumento demonstra que o CpG-
ODN teve uma atuacao paralela na resposta imune contra a hepatite A quando
as galinhas foram imunizadas.

Como adjuvante, o CpG pode ser utilizado em conjunto com vacinas
antivirais para aumentar o nivel sérico de imunoglobulina em uma vacinacao
passiva, pode ser utilizado também aumentando a resposta imune contra o
cancer, no tratamento do asma ou outras doencas alérgicas (Zwiorek et al.
2008) e em qualquer estudo clinico que necessite de um adjuvante como
reforco para o aumento e modulacdo da resposta imune. A utilizacdo de CpG-
ODN foi bastante importante para o aumento da produgédo de IgY anti-HAV
tanto na gema quanto no soro das galinhas. A quantidade de IgY especifica na
gema dos ovos aumentou em relacéo ao tempo e se estabilizou, mesmo depois
da imunizagéo prolongada.

A IgY anti-HAV foi capaz de bloquear a atividade funcional do HAV in-
vitro como mostrado no teste de neutralizagéo, tornando-a uma alternativa para
a terapia passiva. A imunizacdo passiva com anticorpos monoclonais
apresenta muitas vantagens sobre a vacinagdo: existe a possibilidade de
tratamento de pessoas com fraca resposta a vacinas, tais como idosos,
criangas jovens ou individuos imunocomprometidos, a imunizagdo passiva
pode ser o tratamento de escolha em situacées em que uma protecao rapida é
crucial, como um tratamento apds a exposicao (Beerli et al., 2009). Além disso
ela protege contra patdégenos resistentes a antibioticos ou antivirais (Casadevall
et al., 2004). Varias terapias passivas utilizando imunoglobulinas G foram
recomendadas para prevencao de patdégenos ou estdo em fase de testes
como: hepatite A, hepatite B, sarampo, raiva, tétano, botulismo, varicela
(Hemming, 2001), citomegalovirus (Adler et al., 2008) e influenza H1N1
(Manicassamy et al., 2009).

Através do ensaio imunoenzimatico, Western Blotting e teste de
neutralizacao in vitro foi provado que a IgY anti-HAV produzida é especifica
para hepatite A, é estavel e bloqueia a atividade do HAV in-vitro. Além de todas
as vantagens que a IgY produzida tem perante uma imunoglobulina produzida
em mamiferos, € interessante também avaliar que a quantidade total que uma

galinha pode chegar a produzir de IgY anti-HAV é de 28-42 gramas por ano na
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gema de seus ovos. No caso do nosso método de producao de IgY anti-HAV
foi encontrado no grupo 3 uma producdo média de 8,7406 mg/mL, o que é
maior do que o encontrado em média em coelhos (7,5 mg/mL). O titulo de IgY
anti-HAV encontrado no grupo 3 e a especificidade com o HAV nos
estimularam a testar a sua utilizagdo em um ensaio imunoenzimatico para a
averiguacao de presenca de anticorpos humanos anti-HAV.

Os resultados encontrados na producao e purificagdo do IgY anti-HAV

foram submetidos para publicacao na J Virol Methods (anexo 2).

5.2. Padronizacao e avaliacao do teste imunoenzimatico de

ELISA utilizando IgY anti-HAV como conjugado e captura

O diagnostico da Hepatite A geralmente ocorre por testes
imunoenzimaticos, mas 0 gasto para a sua produgcao é alto e o Brasil ndo
possui um teste padronizado pelo governo, sendo necessaria a compra de
testes comerciais importados, 0 que aumenta ainda mais o custo do teste. A
alternativa encontrada pelo presente trabalho é a utilizagdo de anticorpos IgY
anti-HAV produzidos a partir de gemas de galinhas poedeiras imunizadas que
apresentam baixo custo de producéo.

Para a padronizacdo do teste ELISA IgY anti-HAV foi necesséario a
avaliacado da capacidade do anticorpo em sua ligacdo ao virus e em sua
utilizacdo na placa como anticorpo de captura, além de analisar a melhor
diluicho em que o0s anticorpos deveriam ser utilizados no teste
imunoenzimatico. A IgY apresentou bons resultados tanto na ligacdo do
captura quanto no conjugado, o que permitiu 0 desenvolvimento do teste,
podendo ser utilizado para deteccdo do HAV em um teste imunoenzimatico na
diluicdo de 1:1000 como conjugado e 1:1000 como captura, a mesma diluicao
encontrada no ELISA “in-house” que utiliza anticorpos humanos para deteccao
de anticorpos anti-HAV (Vitral et al., 1991).

Em seguida, a IgY anti-HAV foi testada no ensaio
imunoenzimatico IgY anti-HAV competitivo, aonde a imunoglobulina Y deveria
competir com as imunoglobulinas anti-HAV encontradas em uma amostra de

soro positiva. O teste foi realizado em duas etapas: (1) sem a utilizacao do
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tampéao de bloqueio e (2) com a utilizagcdo do tampéao de bloqueio. No primeiro
ensaio, que nao utilizou o tampao de bloqueio, se observou pouca diferenca
entre as D.O.s das amostras positivas e negativas, além da ocorréncia de cor
de fundo. A partir desse ensaio foram selecionadas as diluicdes que obtiveram
as melhores discrepancias entre as D.O.s de amostras positivas e negativas.
As diluicées de 1:10 e 1:100 das amostras e de 1:250 e 1:1000 do conjugada
IgY anti-HAV foram utilizadas para avaliar o teste utilizando o bloqueio.

O blogueio tem a funcdo de bloquear os sitios de ligacao da placa de
poliestireno e com isso evitar o ruido. Com a diminuicao da cor de fundo alguns
resultados de amostras positivas ndo dao resultados falso negativos. Na etapa
que utilizou a fase de bloqueio, foram utilizadas as diluicdes selecionadas pela
etapa (1), ou seja, o ensaio sem a utilizacdo do tampao de bloqueio. Utilizando
o bloqueio, a melhor discrepancia entre as D.O.s das amostras positivas e
negativas com menor cor de fundo foi encontrada nas diluigbes de 1:100 do
soro e 1:1000 da IgY anti-HAV conjugado e do captura. Essas foram as
diluicoes de escolha no ensaio imunoenzimatico competitivo ELISA anti-HAV,
utilizando a IgY.

A diluicdo do conjugado geralmente utilizada de IgG em um teste “in-
house” para deteccdo de imunoglobulinas anti-HAV totais em mamiferos € de
1:1000 no conjugado. O comportamento da IgY no ensaio IgY anti-HAV é
semelhante ao de IgG, sendo necessaria uma diluicdo de 1:1000 do anticorpo
conjugado. Além disso, a quantidade de soro utilizada foi 10 vezes menor que
a utilizada nos testes com IgG como captura e conjugado. Essa comparagao
demonstra que um ensaio utilizando IgY necessita de uma menor quantidade
de amostra do que um de IgG.

A fim de avaliar a performance do teste, foram utilizadas 100 amostras
positivas e 100 amostras negativas para anticorpos anti-HAV. A especificidade
do ELISA “in house” utilizando a IgY foi de 79%, ou seja, entre os 100
individuos negativos, 79 individuos apresentaram resultados negativos. A
sensibilidade foi de 84% e é a proporcdao de pacientes com a doencga que
apresentam resultados positivos. Em geral, para um teste imunoenzimatico ser
considerado muito bom tem que ser encontrada uma sensibilidade e
especificidade acima de 90% (Camargo et al., 1987, Nielsen, 1995). Baseado

neste critério, tanto a sensibilidade quanto a especificidade tiveram resultados
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considerados como razoaveis para o teste. O likelihood ratio indica quantas
vezes 0 resultado de um teste diagndstico € capaz de mudar a probabilidade
de se ter uma doenca. O likelihood ratio positivo teve como resultado 4,00
tendo um efeito moderado na probabilidade de confirmar a doenga e o valor do
likelihood ratio negativo de 0,20 também tem um efeito moderado na
probabilidade de excluir a doenca. Os valores preditivos sdo definidos como a
precisdo do teste em prever a doenca. O valor preditivo positivo foi de 80% e o
preditivo negativo foi de 83,2% Os valores preditivos sdo considerados bons
em prever a doenga quando acima de 80%. A eficiéncia do teste, que € a
proporcéo de diagnésticos corretos, foi de 81,5%, sendo considerada uma boa
eficiéncia para um teste imunoenzimatico. Como observado, todos os
resultados estatisticos para a avaliagdo do teste imunoenzimatico deram um
resultado bom ou moderado para sua utilizacdo como ensaio IgY anti-HAV
(Crowther, 2000).

Os resultados encontrados podem ter sido influenciados por varios
fatores. A purificagdo pelo polietileno glicol ndo exibe 100% de eficacia,
sobrando residuos de lipidios e outras proteinas encontradas na gema dos
ovos. Essas proteinas e lipidios podem ter contribuido para um resultado falso-
negativo da amostra, além disso as amostras de soro humano foram
congeladas e descongeladas varias vezes. O que pode ter influenciado nos
resultados encontrados. Algumas precaucdes devem ser seguidas para a
utilizagdo de amostras de soro em ensaios imunoenzimaticos, tais como o
armazenamento das amostras a temperatura de -20°C, a verificagdo diaria da
temperatura de estocagem, a realizacdo de até 3 vciclos de
congelamento/descongelamento e 0 excesso de agitacdo das amostras. Estes
procedimentos sao procedimentos importantes para evitar a desnaturacédo de
proteinas e anticorpos. E no caso da agitagdo também ha a producao de
espuma que ocasiona a quebra das proteinas enriquecendo as bolhas com
anticorpos que nao estardao mais contidos no volume liquido que sera utilizado
no teste, diminuindo assim sua concentracao (Crowther, 2000).

As amostras de soro humano neste trabalho eram provenientes de
surtos de hepatite A. Essas amostras geralmente sdo coletadas no local do
surto e transportadas para o laboratério, de onde sédo processadas no final do
dia ou no dia seguinte. No presente trabalho foram encontrados 21 resultados

68



Ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da hepatite A utilizando IgY anti-HAV Silva, A.S

falso negativos e 16 resultados falso positivos. Os resultados falso negativos
podem ter ocorrido por desnaturacdo das proteinas da amostra devido a sua
agitacdo excessiva durante o transporte da amostra e/ou pelo
congelamento/descongelamento das amostras. Essa desnaturagdo provoca
aumento da cor de fundo e resultados falso negativos. Além disso, foi
observado que varios ciclos de congelamento/descongelamento do HAV
podem diminuir o titulo viral e por consequéncia diminuir a ligacado dos
anticorpos ao virus, influenciando nos resultados encontrados. No ensaio
imunoenzimatico IgY anti-HAV, apés a ligacado do HAV aos anticorpos
conjugados ha uma etapa de lavagem, onde os anticorpos que nao se ligam ao
antigeno ou nao conseguem encontrar antigeno para sua ligacdo, sao
removidos da placa, como ndao ha a presenca de anticorpos conjugados na
placa, ao final do ensaio competitivo havera uma diminui¢cdo da densidade ética
e ocorrera um resultado falso positivo (Vitral et al., 1991). Como o que pode ter
ocorrido pela diminuigédo do titulo de anticorpos anti-HAV nas 16 amostras falso
positivas encontradas. Na literatura, outros autores demostraram a utilizacédo
da IgG anti-HAV nos testes de Elisa (Johnson et al., 2003, Juliarena et al.,
2007, Sunwoo et al., 2006), porem os parametros de validacdo do teste nao
foram calculados.

Os resultados da analise estatistica demonstraram que a IgY pode ser
utilizada em ensaio imunoenzimatico para deteccao de anticorpos anti-HAV,
porém a estabilidade do virus, a conservacdo das amostras biolégicas e a
purificacdo da IgY anti-HAV devem ser reavaliados, afim de aumentar a
sensibilidade e especificidade do teste.

O ensaio de IgY anti-HAV pode ser uma boa alternativa para o
diagnéstico da hepatite A no Brasil, pois apresenta menor custo, especificidade
semelhante ao ensaio imunoenzimatico comercial e utilizacdo de gemas de

ovos, reduzindo o sofrimento animal.

69



Ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da hepatite A utilizando IgY anti-HAV Silva, A.S

6. Conclusao

e O adjuvante CpG-ODN aumentou a producao de IgY anti-HAV em galinhas

imunizadas com o antigeno e com a vacina;

e O grupo com a maior producgao de IgY anti-HAV foi o grupo inoculado com
HAV, CpG-ODN e IFA. Nesse grupo os dois adjuvantes atuaram
paralelamente na producéao de IgY anti-HAV aumentando sua producéo;

e O teste de neutralizagdo demonstrou que a IgY anti-HAV conseguiu inibir a
replicacdo do HAV *“in vitro” podendo ser futuramente ser utilizada como
agente de imunizagao passiva contra hepatite A;

e A IgY anti-HAV foi satisfatoriamente conjugada com a peroxidase e pode
ser utilizado como reagente em futuros testes de diagnostico para Hepatite
A.;

e A IgY anti-HAV é um insumo em potencial para ser utilizada como anticorpo
de captura e ou conjugado em um ensaio imunoenzimatico para diagnéstico
do HAV;

e (Os parametros de avaliagdo do ensaio mostraram que o0 ensaio
imunoenzimatico “in house” utilizando IgY anti-HAV teve bons resultados
podendo ser futuramente utilizado para o diagnéstico da hepatite A;
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ANEXO |

Ministério da Satde
Fundacao Oswaldo Cruz
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FIOCRLUZ CRUZ

Laboratério de Desenvolvimento
Tecnoldgico em Virologia

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu ,
responsdvel  pelo  menor fui
convidado a participar de um estudo que ird avaliar anticorpos especificos contra o virus que
causa a hepatite A em amostras de soro e saliva em pacientes da comunidade de Purys, Trés
Rios.

Objetivo da pesquisa: O objetivo deste trabalho serd investigar a possibilidade de utilizar as
amostras de saliva pareada a amostra de soro para detec¢do de infecgdo recente ou passada pelo
virus da hepatite.

Exames e procedimentos. Serd realizada a coleta de sangue venoso, 8mL. Também sera
coletada uma amostra de saliva com auxilio de um coletor apropriado. As coletas serdo
realizadas por técnicos especializados de laboratérios em seguida serd feita a pesquisa de
detecgdo dos anticorpos anti-HAV IgM e anti-HAV IgG.

Riscos: Os possiveis riscos e desconfortos sdo aqueles relacionados com a retirada rotineira de
sangue, dor ou rouxidao no local. A coleta de saliva ndo leva nenhum risco ou desconforto.

Beneficios: Pelos testes que serfo realizados, o Sr(a) poderd obter o beneficio pessoal de ser
informado se estd protegido ou ndo contra o virus da hepatite A e receber orienta¢des sobre a
necessidade de vacinacdo. Além de estar contribuindo para o progresso da pesquisa cientifica
sobre a hepatite A. Autorizo, portanto, os profissionais do Instituto Oswaldo Cruz a utilizar uma
amostra do meu sangue e de saliva para a realiza¢do dos exames para hepatite A e para fins de
pesquisa cientifica, assim como a padronizagdo de testes. Os resultados desta pesquisa poderdo
ser utilizados para publicacdo cientifica, de maneira confidencial e notificacdo destes as
Instituicdes de Satide Ptblica a nivel de Ministério da Sauide e Secretarias de Saide Estadual e
Municipal.

Caso tenha alguma diivida ou necessidade de qualquer esclarecimento sobre o estudo, vocé pode
entrar em contato com as pesquisadoras: Renata Tourinho Santos, Vanessa de Paula, Luciane A.
Amado. Pavilhao Helio Peggy Pereira, sala B219. Tel: 2562-1876.

Assinatura

RG Fone:

Endereco:

Assinatura do pesquisador responsavel
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approve the PDF of your submission.
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Your username is: marcelop

If you need to retrieve password details, please go to:
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Your submission must be approved in order to complete the submission
process and send the manuscript to the Journal of Virological Methods
editorial office. Please view the submission before approving it, to be
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Thank you for your time and patience.
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