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Desafios na técnica de imunodifusao: Um estudo sobre a eficacia dos
anticorpos IgY

Challenges in the immunodiffusion technique: A study on the efficacy
of IgY antibodies

Ana Paula Schneiders Dani?, Yuri Kauan Zulkowski?, Victor Gabriel de Faria Pastre?,
Matheus Luquirini Penteado dos Santos*, Flavia Regina Oliveira de Barros®

RESUMO
A imunodifusdo € uma técnica imunoldgica essencial na pesquisa biomédica, permitindo a deteccédo de
substancias especificas em amostras por meio da formacéo de complexos antigeno-anticorpo. Este estudo
teve como objetivo avaliar a eficacia dos anticorpos IgY isolados de gema de ovo, por meio de testes de
imunodifusdo. Os testes envolveram placas de Petri com diferentes concentracdes de gel de agarose (1 ou
2%) e trés orificios contendo diferentes quantidades de reagentes (IgY e IgG, nas concentracdes de 50 ou
150 pL), além do controle (PBS). A incubacéo das placas ocorreu ao longo de 48 horas. Ap6s o periodo de
incubacéo, néo foi possivel observar a formacéo da linha de precipitagdo, que seria indicativa da interacao
entre o anticorpo e o antigeno. Varias hipéteses foram consideradas para explicar essa auséncia de
especificidade, incluindo a possivel presenca de contaminantes devido ao armazenamento prolongado dos
anticorpos. Para esclarecer essa falta de especificidade, sugere-se a repeticdo da andlise utilizando outra
metodologia como ensaio ELISA ou ap6s a purificagdo por afinidade do anticorpo. Esse estudo ressalta os
desafios da imunodifuséo e destaca a importancia de abordagens complementares para validar os resultados,
enfatizando a necessidade continua de aprimorar essa técnica tradicional em pesquisas futuras.
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ABSTRACT

Immunodiffusion is an essential immunological technique in biomedical research, allowing the detection of
specific substances in samples through the formation of antigen-antibody complexes. This study evaluated
the effectiveness of IgY antibodies isolated from egg yolk through immunodiffusion tests. The tests involved
Petri dishes with different concentrations of agarose gel (1 or 2%) and three holes containing different amounts
of reagents (IgY and IgG, at concentrations of 50 or 150 uL) in addition to the control (PBS). The plates were
incubated for 48 hours. After the incubation period, it was impossible to observe the formation of the
precipitation line, which would indicate the interaction between the antibody and the antigen. Several
hypotheses were considered to explain this lack of specificity, including the possible presence of contaminants
due to prolonged storage of the antibodies. To clarify this lack of specificity, we suggest repeating the analysis
using another methodology, such as ELISA assay or after antibody affinity purification. This study highlights
the challenges of immunodiffusion and the importance of complementary approaches to validate results,
emphasizing the continued need to improve this traditional technique in future research.
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INTRODUCAO

A imunodifusdo, uma técnica imunolégica classica, tem sido uma ferramenta
indispensavel na pesquisa biomédica e diagndstica por décadas. Esta técnica baseia-se no
principio fundamental da formacdo de complexos antigeno-anticorpos que, quando
visualizados, fornecem informacdes cruciais sobre a presenca de substancias especificas
em uma amostra. Amplamente utilizada tanto em estudos laboratoriais quanto clinicos, a
imunodifusdo oferece uma variedade de aplicacfes que abrangem desde a avaliacdo de
concentracbes de proteinas e deteccdo de antigenos até a producdo de anticorpos e
diagnéstico de doencas. Portanto, a imunodifusdo € uma técnica qualitativa e com um 6timo
custo beneficio, visto que possui alta especificidade, praticidade e baixo custo,
principalmente quando comparado a um teste de ELISA (NASCIMENTO et al., 2014;
MARTINS,2004).

Ademais, um resultado positivo em um teste de imunodifusdo é caracterizado pela
formacao de uma linha de precipitacdo claramente visivel entre os pocos contendo as
amostras, indicativo visual da interacdo entre um anticorpo especifico e seu antigeno
correspondente. Se 0 antigeno estiver presente na amostra, ele se ligard aos anticorpos
no gel, formando um complexo antigeno-anticorpo. A medida que o complexo antigeno-
anticorpo se acumula, ele se precipita em uma linha caracteristica na placa, criando uma
“linha de precipitacdo” (FERREIRA et al., 1996).

Nesse contexto, o objetivo principal deste estudo foi conduzir testes de imunodifusao
com o propdsito de avaliar a eficacia e especificidade de anticorpos. Essa pesquisa visa
contribuir para um estudo principal sobre a producéo de anticorpos policlonais do tipo IgY
obtidos a partir da purificacdo da gema do ovo de galinhas matrizes.

METODOS E MATERIAIS

Para testar a especificidade antigeno-anticorpo das IgY isoladas de gema de ovo em
estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, um teste piloto de imunodifusdo radial foi
conduzido, adaptando a metodologia de Magalhédes et al. (2019), utilizando IgY dialisada,
IgG de coelho (usada como antigeno na producédo da IgY) e PBS como controle negativo.
Uma placa de Petri e gel de agarose a 1% (m/v) foi empregada. Os furos foram realizados
com um molde, com uma distancia de 2 cm entre eles e 50 pyL de cada reagente, juntamente
com o controle negativo, foram adicionados aos respectivos pogos, tendo o IgY no centro.
A placa foi entdo incubada por 48h quando os resultados foram entéo registrados.

Como mostrado nos resultados a seguir, ndo foi observada a formacao de uma linha
de precipitacdo com formacédo de complexos antigeno-anticorpo. Assim, com o intuito de
verificar se foi observada uma falha de conducéo da técnica de imunodifuséo ou se, de fato,
a IgY obtida ndo apresenta especificidade para o antigeno testado, foram conduzidos mais
guatro testes de imunodifusdo. Esses testes ocorreram em placas de Petri, utilizando
diferentes concentracdes de gel de agarose, 1 ou 2%. ApGs a gelificacdo, os furos foram
feitos da mesma forma que no teste piloto. Em seguida, adicionou-se 50 ou 150 pL de cada
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reagente, juntamente com o controle negativo em seus respectivos poc¢os. A placa foi
incubada por 48h em temperatura ambiente.

Os detalhes relativos a concentracdo do gel de agarose e a quantidade de amostra
utilizada em cada poco da técnica estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade do gel de agarose e de amostra utilizados para o teste

1A 1B 2A 2B
Gel de agarose (%) 1% 1% 2% 2%
Amostras ( pL) 50 pL 150 pL 50 pL 150 pL

Fonte: Autoria propria (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio piloto, apos o periodo de incubacdo de 48 horas, ndo se observou a
formacao da linha de precipitacdo caracteristica na formacdo de complexos antigeno (1gG
de coelho) anticorpos (IgY teste), conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1 - Resultado do teste de imunodifuséo piloto apds 48h

Fonte: Autoria propria (2023).

Diante do resultado negativo na formacao da linha de precipitacdo, prosseguimos
com os testes subsequentes, como ilustrado na Figura 2.

seisicite.com.br 3



SEI-SICITE

2023

Figura 2 - Resultado do teste de imunodifusdo apds 48h

Fonte: Autoria prépria (2023).

Neste segundo teste, foram comparadas duas concentracdes de agarose além de
duas concentracdes das solucdes de 1gG e IgY, o que ndo ofereceu resolugcédo da auséncia
de observacao de uma linha de precipitagdo. Novamente, nao se evidenciou a formacao da
linha de precipitacdo que conectaria o pogo central, contendo o anticorpo produzido, ao
poco periférico contendo o antigeno utilizado. Portanto, ndo foi possivel comprovar a
especificidade do IgY em relagdo ao antigeno IgG de coelho (DE ARRUDA et al., 2011).
Esses resultados sugerem que a IgY testada, no momento da realizacdo do estudo, ndo
apresenta especificidade ao antigeno teste. Diversas hipoteses foram levantadas para
explicar este resultado. Uma delas sugere a possivel presenca de contaminantes devido
ao longo tempo de armazenamento dos anticorpos IgY e IgG, uma vez que a andlise de
imunodifuséo foi realizada em 2023, enquanto todas as outras etapas do estudo foram
conduzidas em 2022, o que poderia afetar a concentracdo e a eficacia dos reagentes,
assim como também o pH das soluc¢des, interferindo na formacéo da linha de precipitacao.
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Outra possibilidade considerada foi a degradacédo das imunoglobulinas devido ao longo
tempo de armazenamento.

Além das hipéteses mencionadas, € importante explorar outras abordagens para
esclarecer a auséncia da linha de precipitagdo na imunodifusdo. Uma estratégia viavel seria
repetir a técnica ap0s a purificacdo do anticorpo por meio da purificacdo por afinidade, pois
essa etapa adicional pode auxiliar na remogdo de contaminantes e aprimorar a
especificidade e a eficiéncia da interacdo entre o anticorpo e o antigeno.

CONCLUSAO

Em concluséo, os testes de imunodifuséo realizados nédo forneceram evidéncias
conclusivas da ligacédo entre o anticorpo produzido e o antigeno utilizado. Essa falta de
confirmacéo da especificidade levanta a necessidade de repetir a analise usando uma outra
metodologia mais robusta ou apos a realizacao da purificacdo por afinidade do anticorpo.
Os desafios encontrados nesta pesquisa destacam a complexidade inerente a técnica de
imunodifusdo e ressaltam a importancia de abordagens complementares para validar os
resultados.
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