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RESUMO

Técnicas classicas de imunodiagndstico como ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), imunodifusdo em gel de
agar (IDGA), imuno-histoquimica (IHQ) e imunofluorescéncia (IF) utilizam-se de anticorpos primarios e/ou secundarios
como reagentes. Estes insumos sdo obtidos de soros hiperimunes produzidos a partir de inoculagbes, em série, de
moléculas antigénicas purificadas em animais doadores como cavalos e coelhos. No entanto, pesquisadores que
utilizam anticorpos como ferramentas de pesquisa e 0s laboratérios que oferecem servigcos de diagnostico no Brasil
dependem fortemente da importacdo desses imunobiolégicos, na maioria das vezes como Unica op¢do de compra de
empresas multinacionais. Estes anticorpos séo caros, cotados em moeda estrangeira e dependentes da liberacdo de
importagdo por 6rgdos reguladores como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o que acarreta em
grande morosidade da sua entrega, onera custos e atrasa as pesquisas, sendo comum a entrega de produtos com
prazo de validade vencido ou danificados por problemas de acondicionamento no transporte. A fim de reduzir o
problema da aquisicdo desse produto, implementou-se no IFMG campus Bambui uma plataforma de producédo de
anticorpos, com perspectivas de serem utilizados em pesquisas por alunos e professores de diversas areas de atuagao,
seja ela medicina, veterinaria, agronomia, zootecnia ou biologia, dentro e fora dos campi. Como primeira fase do projeto,
0 seguinte produto foi desenvolvido: anticorpo policlonal anti-lgG bovino. O objetivo deste trabalho foi avaliar se esse
produto desenvolvido na plataforma de producdo de soros hiperimunes do IFMG poderia ser utilizado como anticorpo
primério em um teste imunolégico, sendo capaz de substituir um anticorpo comercial e mantendo o mesmo padréo de
qualidade do insumo importado. Para isto, um teste de IDGA radial foi padronizado utilizando o anticorpo produzido.
Essa técnica é utilizada na quantificagcdo de 1gG de colostro e soro de vacas durante estudos de transferéncia de
imunidade materna para o filhote. Foram padronizados: o tamanho da placa de deposicdo do gel, o volume e espessura
do gel, o diametro do poco perfurado, a diluicdo do soro a ser colocada no gel e o tempo de leitura do teste. Uma curva
padrédo foi construida, através de uma concentracdo conhecida de proteinas plasmatica bovina, para uso como padréo
na quantificacdo do produto. O teste foi utilizado para medir a quantidade de 1gG no colostro de 40 vacas. A
concentragdo de IgG de todas as amostras também foi mensurada por IDGA radial contendo anti-lgG comercial
importada e serviu de parametro para validar os resultados encontrados. A quantidade de IgG mensurada foi de
43,5+9,2 mg/ml de colostro, o que corrobora com os resultados de diversos autores que afirmaram que a concentragao
de 1gG no colostro bovino variava de 34 a 80 mg/ml. Além disso, a dosagem realizada com a IDGA radial padronizada
com o anti-lgG produzido demonstrou alta relacdo com a dosagem anteriormente realizada nas mesmas amostras por
IDGA radial contendo anti-IgG comercial importada (44,4+8,3 mg/ml), apontando a confiabilidade do produto e do teste
desenvolvido.

INTRODUGAO:

Aproveitando-se da funcéo fisioldgica dos anticorpos de reconhecer e se ligar a determinadas moléculas
contra as quais eles foram produzidos, eles tanto podem ser utilizados na producdo de soros terapéuticos
como o antiofidico, antirrabico, antitetanico e antiescorpiénico, como podem servir como reagentes/insumos
em testes que identificam dezenas de doencas humanas, animais e vegetais, incluindo o teste de Western
blotting utilizado para o diagnéstico da AIDS em humanos, febre aftosa em bovinos e doeng¢a do milho
causada por molicutes. Técnicas classicas de imunodiagnéstico como ensaio de imunoadsor¢cdo enzimatica
em placas (ELISA), imunodifusdo em gel de agar (IDGA), imunohistoquimica (IHQ), imunofluorescéncia (IF)
e immunoblotting tém esses soros como fonte para aquisi¢do dos anticorpos primarios e/ou secundarios
utilizados em seus protocolos (SILVA, 2014; JANEWAY et al, 2007).
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O método usual para a obtencdo de anticorpos policlonais envolve varias etapas: 1) preparo de antigenos
puros ou parcialmente purificados; 2) Preparo do in6culo e adicdo do adjuvante; 3) inoculagdo em um
animal de producdo, seja ele um equino, coelho, cabra, ovelha ou ave; 4) coleta de sangue e obtencdo do
soro; 5) purificagdo de anticorpos e sua conjugacdo e/ou marcagao, se necessario e; 6) testes para controle
da qualidade do produto produzido. O produto aprovado nesta Ultima etapa podera ser utilizado nos testes
de imunodiagnostico (ROITT, 2018).

Como o soro hiperimune é retirado de animais previamente imunizados, geralmente coelhos ou equinos,
essa producdo de anticorpos exige um local para criacdo do animal doador de soro, seja este um biotério,
granja ou fazenda, o que demanda grande area de producdo, instalagcbes adequadas e técnicos
especializados, além dos gastos com alimentacdo e manejo desses animais. Além disso, as etapas de
preparo da molécula que sera inoculada, de purificagdo dos anticorpos produzidos e sua eventual
conjugacéo e também os testes de controle de qualidade do produto deveréo ser realizados em laboratérios
gue contenham equipamentos adequados e mao-de-obra qualificada que possam assegurar a pureza,
inocuidade e qualidade dos soros e produtos produzidos.

Desta forma, o campus Bambui demonstrou ser o local ideal para implementacdo da plataforma de
producdo de soros hiperimunes, ja que, diferentemente de outros centros de pesquisa, € um local que
conjuga a producdo animal (como a cunicultura e a equideocultura), a expertise de professores doutores e
pés-doutores na &area de imunologia aplicada e o ambiente para implementacdo de laboratérios de
pesquisa, desenvolvimento e biotecnologia. Desta maneira, ndo houve a necessidade de gastos iniciais com
a aquisicao de terrenos e com a construcao de galp8es e biotérios, implementacdo de instalacdes, gaiolas,
comedouros e bebedouros, nem mesmo com treinamento de mao-de-obra qualificada para manejar esses
animais. Tendo ainda como vantagem, a prépria demanda interna de uso do anticorpo a ser produzido, com
a possibilidade concreta de sanar problemas especificos envolvendo os interesses locais como os
guestionamentos sobre a dinamica da transferéncia de imunidade passiva em animais domésticos feitos por
pesquisadores do proprio campus.

METODOLOGIA:

A padronizacdo da IDGA radial foi uma das etapas da produgcdo de soro hiperimune anti IgG bovino
descritas a seguir:

1. Coleta de soro bovino, purificacdo de IgG e preparo do indculo para imunizagéo dos coelhos:

Amostras de sangue de trés bovinos foram coletadas, mediante puncéo da veia jugular em tubos estéreis a
vacuo sem anticoagulante, totalizando 30ml de sangue de cada animal. Apds a coagulacdo e coleta dos
soros, formou-se um pool com as trés amostras. Anticorpos IgG foram purificados a partir do soro pelo
método de precipitacdo conjugada de &cido caprilico seguida por sulfato de aménia,
realizada segundo Mckinney e Parkinson (DONGMEI, HAISI & ANG, 2019). O produto da precipitacdo foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na concentracdo de 7,5% sob condi¢cbes
redutoras a fim de avaliar sua pureza. A dosagem de proteina total da amostra foi determinada pelo método
colorimétrico do biureto empregando-se kit comercial (Proteinas totais monoreagente, Bioclin, MG, Brasil). O
in6culo foi preparado a partir de adicdo em partes iguais do antigeno purificado com o adjuvante Incompleto
de Freund. (Freund’s Adjuvant, Incomplete, Sigma, MO, USA).

2. Inoculacéo em coelhos:

Coelhos da raca Nova Zelandia branca com cerca de 3 meses de idade e acima de 1,5 Kg de
peso foram inoculados com 1ml do inéculo, por via subcutanea. As inoculagdes foram realizadas a cada 14
dias, durante quatro ciclos de imunizagdo. Um teste de imunodifusé@o dupla foi realizado para verificacdo
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da producéo de anticorpos e, apds confirmacao, os coelhos foram submetidos a exsanguinacéo por puncao
cardiaca segundo as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (Resolugdo Normativa 13, de 20/09/2013). A plataforma de producdo de
soros hiperimunes foi implantada no Instituto Federal de Minas Gerais, campus Bambui, sendo o projeto
submetido e aprovado na Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA IFMG) pelo parecer n°09/2017 de
14 de dezembro de 2017.

3. Padronizacédo de IDGA radial:

Para a padronizacéo e realizacdo do teste imunodifusdo radial foram utilizadas placas de vidros onde foi
dispensado o gel de agar noble contendo o soro produzido. Este gel foi preparado utilizando agar noble a
3%, aquecido a 60°C, em tamp&o borato com pH= 8,6. O soro foi adicionado ao gel, pré-aquecido (56°C),
diluido em PBS, em volume igual a do agar. Foram padronizados: o tamanho da placa (gel 8 X 7cm), o
volume (5ml) e espessura (0,75mm) do gel, o didmetro do poco perfurado (2mm) e o tempo de leitura do
teste (72 horas). Uma curva padrdo foi construida, através de uma concentracdo conhecida de proteinas
plasmética bovina, para uso como padrdo na quantificagdo do produto. O didmetro do halo formado foi
medido a fim de avaliar a atividade biolégica do anticorpo produzido e determinar a concentragdo de
imunoglobulina G (IgG).

4. Avaliagado do produto “anticorpo policlonal anti-IgG bovino”:

O teste padronizado utilizando os anticorpos anti-IgG bovinos produzido foi utilizado para medir a
guantidade de anticorpos no colostro de 40 vacas. A concentracdo de anticorpos também foi mensurada
utilizado o mesmo teste, mas contendo anti-IlgG comercial importada (Anti-bovine IgG whole molecule,
Sigma, MO, USA) e serviu de parametro para validar os resultados encontrados.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A Figura 1 (A) demonstra que a IgG bovina foi purificada a partir do soro coletado e por isso péde ser
inoculada nos coelhos para a producgdo de soro hiperimune. As linhas de precipitacdo de imunocomplexos
demonstrados na imunodifusdo dupla da Figura 1 (B) evidenciam que os animais submetidos a inoculagéo
foram capazes de responderem imunologicamente ao inéculo, produzindo assim o anticorpo policlonal anti-
IgG bovino. Com o teste de IDGA radial desenvolvido, as IgG das amostras de colostro das 40
vacas puderam ser quantificadas através da mensuragao da area do halo de
precipitagdo formado, conforme demonstrado na Figura 1(C), j& que existe uma relacao linear entre ela e a
concentracdo do antigeno (com o uso de IgG bovino em concentragdes conhecidas construiu-se uma curva
padrédo, permitindo determinar a concentracdo em amostras desconhecidas).
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Figura 1- (A) SDS-PAGE 7,5% sob condi¢8es redutoras. Canaleta (1) padrdo de peso molecular, (2) Soro
bovino antes da purificagéo e (3) 1gG bovina purificada. (B) IDGA dupla demonstrando a linha de
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precipitacdo contendo imunocomplexos IgG bovino purificado- anti-lgG bovino. (C) IDGA radial padronizada
utilizando o anti-IgG bovino produzido.

A quantidade de 1gG encontrada foi de 43,5+9,2 mg/ml de colostro, o que corrobora com os resultados de
diversos autores (e compilados em TIZARD, 2014) onde a concentracao varia de 34-80 mg/ml. Além disso,
a dosagem realizada com a IDGA radial padronizada demonstrou alta correlagdo com a dosagem
anteriormente realizada nas mesmas amostras (44,4+8,3 mg/ml).

CONCLUSOES:

A padronizagé&o do teste de IDGA radial utilizando o “anticorpo anti-IgG bovino” foi concluida com sucesso e
demonstrou a possibilidade de substituicdo do anticorpo comercial importado como anticorpo primario pelo
produto desenvolvido na plataforma de producéo de soros hiperimunes do IFMG. O primeiro produto desta
plataforma foi avaliado e aprovado para uso na quantificacdo de anticorpos de bovinos, sendo uma
ferramenta essencial para o entendimento dos mecanismos que resultam na mortalidade de crias que nao
conseguem adquirir os anticorpos advindos da mée e assim, estudar novas formas de manejo e
intervencao, principalmente da administracdo de colostro, a fim de reduzir esta mortalidade de recém-
nascidos.

Como perspectivas da ampliacdo da plataforma produtora de soros hiperimunes do IFMG, outras aplicacdes
dos anticorpos policlonais como ferramentas de pesquisa e diagnostico que poderiam ser utilizadas por
diversas areas do campus: (a) desenvolvimento de anticorpos contra proteinas de equinos, por exemplo,
gue poderia ser utilizado na detec¢do de fraudes em carnes, onde a contaminacdo de carne bovina com
carne equina seria rapidamente detectada; (b) desenvolvimento de kits diagnésticos para fitopatdgenos de
importancia para agricultura como um soro contendo anticorpos capazes de detectar a presenca do fungo
na planta; (c) desenvolvimento de kit de diagndstico para a deteccdo de patdégenos de importancia humana
e veterinaria e na area de seguranca alimentar, por exemplo, deteccao de salmonelose dentro de frigorificos
e abatedouros de aves e suinos; dentre outras infinitas possibilidades.
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Participa¢gdo em Congressos, publicagbes e/ou pedidos de protecgdo intelectual:

Este trabalho € parte integrante do projeto entitulado “Produgédo de anticorpos policlonais para uso
diagnéstico. Fase | - Produgéo e avaliacdo de anticorpo anti-lgG Bovino”, que teve seus resultados parciais
apresentados na Xl Jornada Cientifica do IFMG campus Bambui (resumo expandido selecionado para
apresentacéo oral) e enviados ao 29° Congresso Brasileiro de Zootecnia.
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