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RESUMO

MARIN, Sandra Yuliet Gébmez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril de 2007.
Producdo de clones secretores de anticorpos (IgG) contra o virus da doenca
infecciosa bursal. Orientadora: Bernadete Miranda dos Santos. Co-orientadores:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Marlene Isabel Vargas Viloria.

O virus da doenca infecciosa bursal (IBDV) é o agente etioldégico de uma das mais
importantes doengas para a indUstria avicola mundial, e se caracteriza por ser altamente
contagioso e produzir um estado de imunodepresséo nas aves, trazendo falhas na vacinagao
e susceptibilidade a outras doencas, 0 que resulta em perdas econdmicas ao setor avicola.
O Brasil é o maior exportador de frango de corte do mundo o que motiva ao setor de
sanidade avicola a oferecer alternativas de diagndstico confiaveis, e rapidas, com
tecnologia nacional. Por este motivo, a proposta do presente trabalho foi a producdo de
anticorpos monoclonais (AcM) de alta afinidade contra o virus da doenca infecciosa bursal
(IBD), para uma possivel utilizacdo futura em testes de imunodiagnostico do tipo
imunofluorescéncia, imunohistoquimica ou ELISA de captura. Para a producdo dos AcM
se usou virus inteiro proveniente de uma vacina comercial, estirpe intermediaria (Bur-706)
o0 qual se multiplico em células VERO e foi purificado por ultracentrifugagdo em gradiente
de sacarose, foi utilizado para a imunizagdo dos camundongos BALB/c, usando como
adjuvante saponina, o que permitiu a obtencdo de anticorpos policlonais capazes de revelar
a enzima por ELISA. A fusdo das células esplénicas dos camundongos imunizados e o
mieloma SP2/0 resultou na obten¢éo de 2 familias de hibridomas (2H11 e 5C7) secretores
de anticorpos. Apods clonagem por dilui¢do limitante, foram obtidos 3 clones secretores de
AcM da classe 1gG. Os trés AcM obtidos foram capazes de revelar as proteinas virais VPX
e VP2 por ”western blotting”, reconhecendo a proteina de 47 kDa e 41 kDa. A definigdo
dos isotipos reconhecidos pelos AcM obtidos devem ser objeto de investigacdes futuras,
de modo a permitir a utilizagdo dos anticorpos em ensaios imunoenzimaticos para estudos

epidemioldgicos da doenca o para diferenciar virus vacinal e de campo.
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ABSTRACT

MARIN, Sandra Yuliet Gomez, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April of 2007.
Production of clone secreting of antibodies (IgG) against infectious bursal disease
virus. Adviser: Bernadete Miranda dos Santos. Co-advisers: Joaquin Hernan Patarroyo
Salcedo and Marlene Isabel Vargas Viloria.

The infectious bursal disease virus (IBDV) causes highly contagious and
immunosuppressive disease for the world poultry, resulting in an impaired response to
vaccination and susceptibility to other diseases, and severe economical losses to the
poultry activity. Brazil is the world’s largest exporter of chicken meat, condition which
demands reliable and rapid procedures for diagnosis. The proposal of the present work is
the production of monoclonal antibodies (MADbs) of high affinity against IBDV. The IBDV
was strain S 706 (the intermediate vaccine) was replicated in VERO cell and purified by
sucrose gradient, for ELISA and mice inoculation. For the immunization of the mice
BALB/c using as a saponin adjuvant, that allowed an inflammation reaction which
enhanced the antibody response, detectable by ELISA. The fusion of splenic cells of the
immunized mice and the mieloma SP2/0 resulted in 2 hybridoma families (2H11 and 5C7).
After cloning by limiting dilution, 3 clones secretors of MAbs from IgG class were
obtained. The 3 obtained MAbs were capable to reveal the proteins turn VPX and VP2 by
"western blotting", respectively of 47 kDa and 41 kDa. The definition of the isotypes
recognized by obtained MAbs must be object of future characterization to allow the use of
the antibodies in immunodiagnostic tests such as immunofluorescence,
immunocitochemistry or capture ELISA, for epidemiologic of the disease researches or to

differentiate vaccine’s virus of the field virus.
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1. INTRODUCAO

A avicultura representa uma industria de grande importancia, na producdo mundial
e nacional de carne para a alimentacdo humana, por isso, devido a continua pressdo por
resultados mais econdmicos e a maior producdo em menor espaco e tempo, na procura da
maxima produtividade para atender a demanda, o nicho ecoldgico das aves tem sido
alterado. Essa alteracdo tem propiciado o aparecimento de diversos problemas sanitarios,
antes ndo enfrentados com tanta frequéncia. Muitos agentes tém sido estudados e descritos
como determinantes de importantes infeccdes em plantéis avicolas, que frequentemente
geram perdas econdmicas. Dentre essas infeccOes, a doenca infecciosa bursal (IBD),
atualmente, representa um dos principais problemas sanitarios em virtude de sua alta
contagiosidade e por seu carater imunodepressor. Estes fatores influem negativamente no
rendimento econdmico dos planteis de reprodutores, de postura comercial e de frangos de
corte (KIBENGE et al., 1988; SHARMA et al., 2000; PAULILLO et al., 2004a).

A IBD tem como agente etiolégico um virus membro da familia Birnaviridae
(DOBOS et al., 1979), género Avibirnavirus, sendo um virus de RNA fita dupla, ndo
envelopado e apresenta dois tipos soroldgicos distintos designados sorotipo 1 e sorotipo 2.
Ambos infectam naturalmente galinhas e perus, mas a doenca ocorre somente em galinhas
e apenas o sorotipo 1 é patogénico (NAGARAJAN & KIBENGE, 1997; SAIF, 1999;
JUNGMAN et al., 2001; MONTASSIER, 2001; MULLER et al., 2003).

Os métodos imunolégicos para diagnostico da IBD sdo atualmente mais utilizados
do que o isolamento e identificagcdo viral, por serem mais rapidos na obtencdo dos
resultados e pela simplicidade de sua execucéo, possibilitando analise de um maior nimero
de amostras em menor tempo e com menores custos. A monitoria soroldgica pressupde
avaliar a eficiéncia dos programas vacinais, como a vacina utilizada e o manejo de
vacinagao, além de auxiliar no diagnostico e tragar um perfil imunoldgico dos plantéis (DI
FABIO, 2001).



O teste ELISA tem sido largamente utilizado no diagnostico de infeccBes em
Medicina Veterinaria (WRIGHT et al., 1993), por ser répido e de facil analise dos
resultados. O teste ELISA de captura com anticorpos monoclonais pode se converter em
uma ferramenta muito Util para estimar a variabilidade do virus de campo e para o
estabelecimento de estratégias de controle (ITO et al., 2001).

A biotecnologia € um ramo de conhecimento cientifico que faz uso de sistemas
celulares para o desenvolvimento de processos e produtos de interesse econdmico e social.
Entre esses sistemas celulares, os hibridomas, secretores de anticorpos monoclonais (AcM)
contra agentes microbianos sdo de grande interesse biotecnoldgico. Os AcM tém sido
amplamente empregados na deteccdo e caracterizagdo imunoquimica de diversos
componentes celulares, em testes imunodiagndsticos e na identificacdo de patdgenos
relacionados com  doencas humanas e animais, entre outros usos (LENAARS &
HENDRIKSEN, 2005).

O objetivo deste estudo é a producao de anticorpos monoclonais de alta afinidade
contra o virus da IBD, para uma possivel utilizacdo futura em testes de imunodiagnésticos
do tipo imunofluorescéncia, imunohistoquimica ou ELISA de captura, para estudo de
amostras suspeitas, deteccdo e diferenciacdo do virus vacinal e de campo para um melhor

monitoramento dos plantéis com relagdo a essa doenca.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico da doenca infecciosa bursal (IBD)

A 1BD foi descrita pela primeira vez por Cosgrove, em 1962, e foi denominada de
Doenca de Gumboro (COSGROVE, 1962). Subsequentemente, Hitchner (1970) prop6s o
termo Doenca Infecciosa Bursal, j& que a infeccdo causava lesbes especificas na bolsa
cloacal. Allan et al. (1972), comparando a resisténcia de lotes de aves imunizadas e ndo
imunizadas frente ao desafio com uma amostra virulenta, verificou que os anticorpos
maternos protegiam as aves até trés semanas de idade de desenvolverem a doenga e que a
progénie de aves ndo imunes também pode ser refrataria a doenca clinica durante os
primeiros 21 dias.

Giambrone et al. (1976) estudaram o efeito inicial da exposicdo natural ao virus da
IBD na resposta imune aos virus da doenca de Marek e ao virus da doenca de Newcastle.
Encontraram que as aves tiveram a resposta imune deprimida quando vacinas contra essas
doencas e colocadas em area contaminada com o IBDV.

Kaufer e Weiss (1980), trabalhando com aves de quatro semanas bursectomizadas
cirurgicamente e inoculadas com virus virulento imediatamente ou uma semana depois da
retirada da bursa, observaram que n&o houve manifestacéo de sinais clinicos.

Na década de 70, foram detectadas nos Estados Unidos da América (E.U.A.),
variantes do virus IBD a partir de lotes vacinados com cepa classica padrdo (LEFFER,
2004). Em meados dos anos 80, foram observados problemas imunodepressivos na area
avicola do estado no Sul dos E.U.A em Delaware. Saif et al. (1986) isolaram uma variante
antigénica do virus da IBD que era a causa aparente desses problemas no campo. Essas

variantes antigénicas estavam vencendo a barreira de anticorpos maternos antes que as



vacinas intermedidrias fossem administradas. Esses autores demonstraram que essas
variantes tinham apenas de 10 a 20% de relacdo com as estirpes padrées do virus da IBD.

Durante os primeiros anos da identificacdo do agente da IBD, varios trabalhos
foram relatados sobre a caracterizacéo bioguimica do virus, demonstrando a sua resisténcia
as condicdes extremas de pH e de temperatura e aos varios tipos de tratamentos quimicos
(LUKERT & DAVIS, 1974; DOBOS, et al., 1979; KIBENGE, et al., 1988). Estes achados
explicam o papel importante da racdo e fémites na transmissdo da doenca. Devido as
caracteristicas de sua natureza, somente em 1976 foi possivel descrever melhor o virus
(NICK et al., 1976). Assim, através dos conhecimentos fisicos, quimicos e morfoldgicos
foi possivel classifica-lo em uma nova categoria taxondmica pertencente a familia
Birnaviridae (DOBOS et al., 1979). Antes do reconhecimento das caracteristicas dessa
familia, o virus foi classificado na familia Reoviridae (LUKERT & DAVIS, 1974;
HARKNESS et al., 1975) ou Picornaviridae (LUNGER & MADDUX, 1972).

McFerran et al. (1980) foram os primeiros a relatar variagdo antigénica entre
isolados do virus da IBD de origem européia, ao apresentarem evidéncias da presenca de
dois sorotipos: 1 e 2. Estes resultados também foram encontrados nos Estados Unidos e 0s
virus foram designados sorotipo 1 e 2 (JACKWOOD et al., 1982). Estudos posteriores
indicaram forte relacdo entre os isolados da Europa e da América do Norte e entdo, foi
proposta para todas as amostras a designacdo de sorotipo 1 e 2 (MCNULTY et al., 1979).
Os dois sorotipos sao diferenciados nos testes de virus-neutralizacdo (VN), contudo ndo
sdo distinguiveis por imunofluorescéncia ou ELISA (JACKWOOD & SAIF, 1987).

Em 1987 foram descritas estirpes altamente virulentas na Inglaterra, Holanda,
Bélgica, Alemanha Ocidental, Norte da Franca, Africa do Sul e Israel. Essas estirpes
podem causar elevada mortalidade e tém sido conhecidas como virus muito virulentos da
IBD (vvIBDV). Estes virus sdo altamente patogénicos e, atualmente, estdo disseminados
em tudo o mundo (CHETTLE et al., 1989; LUKERT, 1993).

No Brasil, até meados da decada de 90, a doenca era predominantemente subclinica
e as vacinas comerciais conferiam protecdo satisfatoria (LEFFER, 2004). Desde 1997,
surtos da doenga provocados por una estirpe muito virulenta de alta patogenicidade
similares as estirpes virulentas europeéias, vém aparecendo em todos os estados produtores
de frangos de corte e em algumas regides de criacdo intensiva de poedeiras comerciais
(SIMON & ISHIZUKA, 2000).

Para o desenvolvimento de vacinas, muitos esfor¢cos foram feitos por vérios
pesquisadores entre eles Moulthrop (1970), Edgar e Cho (1976) e Winterfiel (1978) em



trabalhos independentes para a producéo de vacinas comerciais, que sdo utilizadas até hoje
na avicultura (SIMONI, 2001). A selecdo de uma vacina descrita como suave (“mild
field”) foi um progresso na avicultura. Esta era propagada em embrido de galinha e deu
origem as estirpes “Moulthrop”. Uma amostra derivada da amostra “Edgar” foi adaptada
em diversos cultivos primérios, primeiro em co-cultivo de celulas renais e da bursa, e
finalmente foi relatada a primeira propagacéo do virus em uma linhagem celular continua
apos varias passagens em células VERO (LUKERT & DAVIS, 1974, KIBENGE et al.,
1988). Depois Lukert et al. (1975) adaptaram a mesma amostra em fibroblastos de embrido
de galinhas (FEG). Esta vacina foi pouco utilizada e foi chamada de amostra “Lukert” e
foram com seus derivados que se produziram as vacinas atuais.

A imunidade contra o virus da IBD é mediada principalmente por anticorpos e pela
imunidade passiva transferida aos pintos pelos anticorpos através do saco vitelino
(LUKERT & SAIF, 1991). As aves reprodutoras séo geralmente vacinadas com vacinas
vivas e inativadas para garantir altos niveis de anticorpos passivos a progénie, de forma
gue a imunizacdo ativa so seria necessaria depois de quatro semanas de idade. Entretanto,
a partir de 1986, comecaram a ocorrer muitas perdas em frangos de corte e depois em aves
de postura devido a presenca de amostras muito virulentas, inicialmente reportadas na
Bélgica e mais tarde por toda a Europa (VAN DEN BERG et al., 1991). Com isso,
passaram a vacinar os frangos de corte com duas semanas de idade, utilizando-se de
vacinas vivas que tinham uma patogenicidade residual intermediaria (MAZARIEGOS et
al., 1990).

2.2. A1BD

A Doenca Infecciosa Bursal (IBD) é uma enfermidade altamente contagiosa que,
dependendo de varios fatores, pode provocar imunodepressdo nas aves, e favorecer o
aparecimento de infec¢Ges secundarias responsaveis por inumeros prejuizos a industria
avicola (ALLAN et al., 1972; GIAMBRONE, 2000; PAULILLO et al., 2004b; PEREIRA,
2004).

A IBD afeta galinhas e perus, sendo a infeccdo mais grave nas linhagens destinadas
a producéo de ovos do que aquelas destinadas a producdo de carne. A doenca constitui um
dos mais sérios problemas avicolas em todo o mundo (SANTOS et al., 2005).

O virus da IBD é um membro da familia Birnaviridae, do género Avibirnavirus. O
genoma viral é constituido por dois segmentos de “RNA” de cadeia dupla. A estrutura do
virus é constituida de 5 proteinas: VP1, VP2, VP3, VP4, VP5 (MONTASSIER, 2001;



PAULILLO et al., 2004a). As proteinas principais sdo as VP2 e VP3, representando
respectivamente 51% e 40% do peso total, e as minoritarias sdo a VP1 e VP4
representando respectivamente 3% e 6% (SIMON & ISHIZUKA, 2000). Dobos (1979)
designou de VPX a proteina viral precursora da VP2, com peso molecular de 47kDa, VP2
é produto da clivagem de VPX e respondem aos mesmos anticorpos monoclonais. O menor
segmento de RNA gendmico, denominado B, codifica VP1, enquanto que o maior
segmento, denominado de A, codifica VP2, VP3, VP4 e VP5. VP2 e VP3 sdo proteinas
principais do capsideo viral e contém o0s principais epitopos neutralizantes desse virus
(tabela 1), sendo que VP2 expressa 0s epitopos sorotipo especifico, enquanto VP3
apresenta epitopos grupo especifico. As estirpes ou isolados de cada sorotipo sdo
resultantes de mutacdo genética na regido codificadora de VP2 que pode resultar em trocas
de aminoacidos na regido de VP2, responsavel pela resposta imune protetora contra a IBD
(MONTASSIER, 2001). Modificacbes genéticas e da regulacdo protéica e/ou as
sequéncias, podem ser determinantes da viabilidade do IBDV, enquanto outras sao
especificas para algumas estirpes e tipos, incluindo sorotipos e patotipos, além disso
influencia no ciclo viral, em na especificidade para o hospedeiro e na viruléncia da cepa
(VAN DEN BERG & ETERRADOSSI, 2001).

Proteina Funcdo e caracteristicas
Proteina com atividade de polimerase, responsavel pela
VP1 replicacéo e transcri¢do do virus.

Antigénicidade do virus, resposta protetora do hospedeiro,
diferenca antigénica das estirpes, e viruléncia. Principal
VP2 proteina estrutural do virus possui 0s principais epitopos
indutores de anticorpos neutralizantes.

Estrutura do virus, antigeno grupo especifico.

VP3
VP4 E uma protease viral.
Proteina responsavel da liberacdo do virus da célula infectada
VP5 e induze apoptose.
VPX Proteina precursora de VP2

Tabela 1. Principais proteinas virais sua funcao e caracteristicas.



Existem dois sorotipos virais (1 e 2), sendo que somente o sorotipo 1 é patogénico
para galinhas susceptiveis (MCFERRAN et al., 1980; JACKWOOD et al., 1982). Um
grande numero de variantes antigénicas do sorotipo 1 foi identificado e estas, via de regra,
produzem um estado de imunodepressdo mais precoce nos pintinhos e infeccdo subclinica,
predispondo as aves afetadas a um conjunto significativo de infec¢des secundarias,
deficientes respostas imunes as vacinagdes e, conseqientemente, um mau desempenho
produtivo (SAIF, 1984; PAULILLO et al., 2004a; PEREIRA, 2004; ALVES, 2005).

Os virus da IBD, pertencentes ao sorotipo 1, sdo divididos em seis subtipos
antigénicos por meio de ensaios de soroneutralizacdo (JACKWOOD & SAIF, 1987). Essa
variacdo antigénica encontrada pode causar falha nos programas de vacinacéo,
principalmente quando a estrutura antigénica da cepa de campo é muito distinta da cepa
vacinal (VAN DEN BERG, 2000). Em concordancia com essa afirmacdo, Lunge et al.
(1997), relataram a existéncia de novos gendtipos do virus da IBD no Brasil, portanto
distintos das estirpes vacinais. Na opinido desses autores, esse fato pode ser uma das
explicacOes para a eventual ineficiéncia dos programas de vacinacdo. Eles salientam que
este fato ja foi descrito com o isolamento de amostras variantes nos E.U.A. e isolados
patogénicos no Japao.

O virus da IBD ¢ replicado inicialmente pelos linfocitos e macréfagos do tecido
linféide associado ao intestino (KIBENGE et al., 1988; VAN DEN BERG, 2000) e atinge
a bursa, via corrente sanguinea, onde ocorre sua replicacdo. Apoés isso, atinge 0s 0rgaos
linfoides pelos linfécitos T. A infeccdo pelo virus da IBD tem efeitos draméticos sobre a
populacdo dos linfécitos B e a gravidade desta lesdo é inversamente proporcional a idade.
A deplecdo linféide no inicio da vida, durante a maturacdo do sistema imune, gera
supressdo de competéncias do sistema imune humoral (MARTINS et al., 2005). Os
monacitos e macr6fagos podem ser infectados de forma persistente, tendo um papel crucial
na disseminacéo do virus e no aparecimento dos sinais da doenca (MULLER et al., 2003;
KHATRI & SHARMA, 2006).

A disseminagdo do virus para o ambiente da-se pelas fezes de aves contaminadas,
além de agua, ar, ragdo, equipamentos e insetos. A transmissdo € horizontal e a
contaminagdo ocorre pelas vias aéreas, digestiva e ocular. O virus da IBD é bastante
resistente as condicdes do meio ambiente, podendo resistir por algumas horas a
temperatura de 56°C e, também, a substancias quimicas, como derivados do fenol e

compostos de amonia quaternaria. O virus permanece infectante por longos periodos nas



instalagBes avicolas, mesmo apo6s a desinfeccdo (GARDIN, 2000; MONTASSIER, 2001;
TREVISOLLI, 2001).

Os sinais clinicos da doenca e as lesbes variam em intensidade, de acordo com a
patogenicidade da amostra do virus e com o grau de susceptibilidade do plantel, mas a IBD
pode ser classificada de duas formas:

- Forma subclinica: ¢ a forma mais freqiiente e mais importante. H4, baixa
mortalidade e severa deplecdo linfoide bursal. Devido a lesdo no sistema imunoldgico
provocada por este virus, a resisténcia dos plantéis afetados a outros patdgenos e também a
resposta a vacinacdo sdo prejudicadas (IKUTA, 2001; PAULILLO, 2004a; PEREIRA,
2004). Nesta forma, as manifestagdes clinicas consistem em reducdo no consumo de
alimentos, retardo no crescimento, sonoléncia discreta e palidez (RUOCCO, 2001).

- Forma aguda: ocorre em aves entre 3 a 6 semanas de idade, quando as aves sdo
expostas ao virus altamente virulento. O periodo de incubacdo € muito curto e os sinais
clinicos sdo percebidos entre 2 e 3 dias apds a exposi¢do ao virus. Dentre estes sinais, sdo
encontrados: penas ericadas, prostracao/letargia, tremores, anorexia, desidratacdo, diarréia
com fezes esbranquicadas, cloaca suja e morte subita. A mortalidade varia por um periodo
de 3 a 7 dias e se encontra entre 20 e 60% (SHARMA et al., 2000; RUOCCO, 2001).

As lesbes de necropsia caracterizam-se por hemorragias no tecido subcutaneo, na
musculatura do peito e coxa e na por¢do glandular do proventriculo; os masculos podem se
apresentar escurecidos (sinal de desidratacdo); a bolsa de Fabricio mostra-se edemaciada,
recoberta por um transudado gelatinoso e com as pregas espessadas; 0s rins estdo palidos e
0s ureteres se encontram dilatados e com presenga de uratos; 0s intestinos mostram-se com
a mucosa espessa e com excesso de muco; o bago esta aumentado de volume; e o timo com
tamanho reduzido (BERG et al., 1991; GIAMBRONE, 2000; ITO et al., 2001; SANTOS et
al., 2005).

O controle da IBD é realizado por meio de medidas de biosseguridade (educacao
em saude, desinfec¢@o dos galpdes, controle do transito de animais, pessoas e veiculos) e
programas de vacinagdo (SIMON & ISHIZUKA, 2000; TREVIZOLI, 2001; SILVA,
2001).

O diagndstico da IBD envolve historico e desempenho de lotes anteriores
recentemente fechados e analise do aparecimento ou ndo de sinais clinicos e lesdes nos
lotes em andamento (DI FABIO, 2001). O diagnostico preciso ¢ feito por combinagéo das
observagdes clinicas, historico epidemioldgico e testes soroldgicos (SNYDER, 1988;

SAIF, 1998). O isolamento viral é feito inoculando-se o material suspeito em ovos



embrionados via membrana coério-alantoide (MCA), com 10 a 11 dias de incubacéo,
obtidos de galinhas livre de patdgenos especificos (SPF) ou em cultivo celular (SAIF,
1998). Geralmente, os isolados patogénicos de campo ndo sdo facilmente adaptados em
cultivo celular e o processo de adaptacdo requer varias passagens (SAIF, 1998;
MARINHO et al.,, 2003) ou em MCA ou em saco da gema de ovos embrionados
(HITCHNER, 1970). J& a detecgdo de anticorpos para o virus da IBD pode ser feita por
virus neutralizacdo, ELISA e testes de precipitacdo em gel de 4gar (SIMON & ISHIZUKA,
2000).

Stewart-Brown (1997) fazem referéncia aos diferentes métodos utilizados para a
caracterizagdo e comparagdo do virus da IBD encontrado no campo. A maioria desses
métodos inclui neutralizacdo cruzada, analise molecular e anticorpos monoclonais, sendo
Uteis para o seguimento epidemioldgico da enfermidade e para diferenciar virus vacinal e

de campo.

2.3. Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos produzidos pelas células hibridas (hibridomas) sdo chamados
monoclonais, ou seja, anticorpos produzidos por um dnico clone de linfécito B contra um
Unico determinante antigénico da molécula de antigeno (ABBAS et al., 2005).

Kohler e Milstein (1975) foram os primeiros a demonstrar que linfécitos normais
secretores de anticorpos podem ser fundidos a células de mieloma para formar uma nova
célula, o hibridoma. Esta célula hibrida original, ao crescer, forma uma populacdo de
células idénticas, chamadas clones, que produzem um Unico tipo de anticorpo, 0s
anticorpos monoclonais.

O processo de producdo dos anticorpos monoclonais inicia-se com a escolha dos
animais a serem utilizados na imunizacdo. Na prética, a maioria dos roedores (ratos,
camundongos) podem ser usados no processo, porém os camundongos BALB/c tém sido
0s animais de eleicdo para receberem as imunizacdes, por seu tamanho, facil manejo, por
serem compativeis com as células de mieloma e por produzirem altos titulos de anticorpos
(NRC, 1999; LITTLE et al., 2000; HENDRIKSEN, 2005).

Os protocolos de imunizacdo estdo baseados nos conhecimentos da resposta
humoral in vivo. Sabe-se que, apds a primeira imunizagéo, ocorre uma fase de crescimento
logaritmico dos niveis de anticorpos e depois um platd, antes de se iniciar o declinio dos
niveis de anticorpos. Essa resposta permanece aproximadamente por trés semanas, € 0S

anticorpos produzidos sao predominantemente da classe IgM. Apo6s um segundo desafio



com 0 mesmo imunogeno, a resposta imune humoral é rapida, maior, mais duradoura que a
primeira, e 0s anticorpos predominantes séo da classe 19G. Geralmente, esses anticorpos
apresentam uma maior afinidade, principalmente se a dosagem de imundgeno dado for
baixa. A dosagem de imunogeno varia de 10-50 pg de proteina por dose, emulsionadas em
adjuvante, sendo os intervalos de inoculagdo de duas a quatro semanas (SCHUNK &
MACALLUM, 2005). Normalmente, o animal imunizado recebe a quarta e Gltima dose por
via endovenosa, trés a quatro dias antes da remocao do baco.

O baco do animal imunizado é removido e fusionado com células de mieloma.
Vérias células de mieloma foram adaptadas, sendo originarias principalmente de
camundongos, mas também de ratos, coelhos e humanos. Atualmente, células sensiveis ao
meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina) e ndo produtoras de imunoglobulinas
estdo disponiveis, como a P3x63Ag8.653, Sp2/0-Agl4, NS-1, NS-0 (SHULMAN et al.,
1978; LITTLE et al., 2000).

Ap6s a fusdo das células do baco de camundongo imunizado com as células de
mieloma da linhagem SP,0, através do agente polietilenoglicol (PEG), varias combinacgdes
de células fusionadas sdo formadas, como células mieloma — células mieloma, células
esplénicas — células esplénicas e células mieloma — células esplénicas, sendo esta Gltima a
necessaria para a continuidade do trabalho. Para esse hibrido (célula esplénicas — células
de mieloma) ter um crescimento étimo em meio de cultura, os outros hibridos precisam ser
eliminados (PONTECORVO, 1976; HARLOW & LANE, 1988).

As linhagens de células de plasmocitoma tém sido selecionadas por cultivo na
presenca de drogas cuja base seja andloga a 8-azaguanina e 6-tioguanina. As células
mutantes sobreviventes possuem um gene defeituoso para codificar e deficientes para a
enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil transferase (HGPRT ase). Essa enzima ¢ utilizada
pela célula, quando a sintese “de novo” de purinas e pirimidinas é bloqueada e constitui
parte da via recuperacgéo para a sintese de acidos nucléicos (ABBAS et al., 2005; LITTLE
et al., 2000). A enzima HGPRTase transfere o fosforibosil (&cido fosforico e ribose) da
hipoxantina para a guanina, permitindo o aproveitamento de bases prontas (via de
recuperacdo). O meio HAT contém aminopterina que bloqueia a via de recuperagéo e
contem hipoxantina e timidina como bases disponiveis.

As células esplénicas normais tém um ciclo de vida limitado em meio de cultura,
portanto, morrem naturalmente nessas condi¢fes. Por outro lado, as células de mieloma
tém um crescimento ilimitado em meio de cultura, e para a sua eliminacéo utiliza-se um

meio de cultura seletivo (HAT — hipoxantina, aminopterina e timidina) desenvolvido por
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Littlefield em 1964, que ¢ baseado na deficiéncia da enzima HGPRT ase na célula de
mieloma necessaria para a sintese de &cidos nucléicos (LITTLE et al., 2000).

Uma célula animal normal sintetiza nucleotideos de purina e timidina na via “de
novo”, a partir de fosforibosil pirofosfato e uridilato respectivamente, em varias etapas, em
que esta envolvida a transferéncia de grupos metil e formil de tetrahidrofolato ativado.
Drogas como a aminopterina, que é um antagonista de &cido fdélico, tém como
caracteristica promover o bloqueio da reativacao do tetrahidrofolato, deste modo, inibindo
a sintese de purina e timidilato (MILSTEIN, 1980; ABBAS et al., 2005). Esses
componentes sdo necessarios para 0 DNA, e a aminopterina bloqueia a sintese de DNA na

via “de novo” (Figura 1).

VIA DE NOVO VIADE
RECUPERACAO
Fosforibosil pirofosfato Timidina Hipoxantina
+
Uridilato v v
v TK HGPRT v
v v
v
v - - v Enzimas ausentes v
— | Aminopterina nas linhagens de v
(antifolica) v células usadas
v para fusdo v
v v

\.

NUCLEOTIDEOS /

Figura 1. Via da sintese de purinas, via de novo e via de recuperagéo.

As celulas normais tratadas com aminopterina podem usar a via de recuperagao
onde a purina é sintetizada a partir de suplementacdo exdgena de hipoxantina, desde que
tenham a enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase. As células de mieloma que
selecionadas na presenca de 8 azaguanina, ou seja, células deficientes em HGPRT ase nao

podem usar a via recuperacgdo e entdo morrem na presenca do meio seletivo. Entretanto, se
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células normais sdo fusionadas com células HGPRT ase negativas, os hibridos resultantes
crescem normalmente em meio HAT e sintetizam DNA, visto que, a enzima HGPRT
provem da célula normal. Esse é o principio aplicado para a geracdo de hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais (HARLOW & LANE, 1988; MORALES, 1993).

Ap0s a fusdo, células binucleadas podem ser formadas e cada hibrido possui um
cromossomo de cada doador. Esses hibridos sdo colocados em meio seletivo (HAT) no
qual as células produtoras de anticorpos sao selecionadas através de testes diagnosticos e
posteriormente clonadas e propagadas em meio de cultura ou mesmo em camundongos
BALBI/c, onde poderdo crescer no liquido ascitico como um tumor sélido (MORALES,
1993; LEENAARS & HENDRIKSEN, 2005).

Os anticorpos monoclonais tém sido amplamente empregados na deteccdo e
caracterizacdo imunoquimica de diversos componentes celulares, em testes
imunodiagndsticos e como agentes carreadores de drogas terapéuticas, entre outros usos
(LIPMAN et al., 2005).

Dentro do campo de pesquisa da imunologia, o advento da tecnologia de
hibridomas, permitiu o estudo das moléculas de superficie dos linfocitos. Com a ajuda
desse tipo de reagente, foi possivel -caracterizar fenotipicamente as diferentes
subpopulacdes de linfécitos T e as células acessérias do sistema imune, bem como detectar
e quantificar os fatores biologicamente ativos (citocinas) (MICELI & PARNES, 1993).
Técnicas baseadas em anticorpos monoclonais sdo amplamente utilizadas em medicina e
biologia como, dosagens hormonais e na identificacdo de patdgenos relacionados com
doengas humanas, veterinarias ou vegetais (LIPMAN et al., 2005).

Uma forma empregada para producdo de anticorpos monoclonais bastante utilizada
em laboratérios de pesquisa, é através da producdo de liquido ascitico em animais
inoculados intraperitonealmente com os hibridomas, obtendo concentragdes altas de
anticorpos até 20mg por mL. Esse procedimento, a despeito de ser ainda bastante
difundido, apresenta alguns inconvenientes de ordem operacional, aléem de causar
desconforto e, a seguir, a morte do animal utilizado, sendo pelas Ultimas razGes uma
pratica condenada em diversos paises.

Hibridomas secretores de anticorpos de interesse podem ser cultivados em frascos
apropriados de cultivo, de tamanhos variados, contendo os meios de cultura convencionais
para células de mamifero, acrescidos de soro fetal bovino. Nesses meios, os hibridomas
secretam os anticorpos monoclonais em quantidades que variam de 20 pg a 1,0 mg/mL de

proteina de anticorpo (HARLOW & LANE, 1988).
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O mais recente avanco na producdo de anticorpos monoclonais para fins
terapéuticos é através da engenharia genética, que utiliza o0 mecanismo bioldgico da planta
para producdo de farmacos recombinantes, ou seja, um gene é introduzido a um vegetal,
fazendo com que este produza as proteinas de interesse necessarias para a formacao de um
determinado anticorpo. As vantagens deste meio de producdo sdo facilidade para a
producao industrial, disponibilidade e inocuidade do produto final (AVENDANO, 2006).

O uso potencial dos anticorpos monoclonais como reagentes bioldgicos, foi
amplamente difundido e apreciado, levando a um rapido crescimento em diferentes areas
da ciéncia. Mas, sem dlvida, a sua utilizacdo para deteccdo de produtos bioldgicos, através
de ensaios imunoenzimaticos, resultou em enorme beneficio para o avango em diversas
areas do conhecimento (LIDDELL & CRYER, 1991; MORALES, 1993).

A etapa de selecdo dos hibridos positivos € uma das mais importantes do processo,
uma vez que € através dela que se pode observar a positividade e a especificidade dos
hibridos, principalmente quando se usam antigenos brutos. E também uma das etapas mais
problematicas, por quanto o teste diagndstico a ser utilizado para a selecdo dos hibridos
precisa ser sensivel, devido a pequena quantidade de anticorpos presente no meio de
cultura, e rapido de ser executado, razdo baseada na grande velocidade de crescimento dos
hibridomas. As células de mieloma crescem muito rapidamente e em pequeno espaco
(placas de 96 orificios), se o teste demorar mais de 24 horas para ser realizado, corre-se 0
risco de populacdes de células especificas morrerem (LIDDELL & CRYER, 1991).

Muitos testes diagndsticos (ELISA, dot-ELISA, imunofluorescéncia) podem ser
usados na selecdo dos hibridos, porém o tipo do teste a ser utilizado depende das
caracteristicas do antigeno usado, como, por exemplo, antigenos desnaturados (western
blotting) que ndo revelam anticorpos especificos, isto porque muitos anticorpos reagem
com estruturas conformacionais (LIDDELL & CRYER, 1991).

A etapa de clonagem tem por finalidade produzir um clone de células idénticas
secretoras de anticorpos especificos, para que a linhagem de célula monoclonal possa ser
estabelecida. O método de clonagem mais simples e mais popular € 0 método de diluicdo
sucessiva. Este método baseia-se em dilui¢Oes seriadas realizadas nas placas, de modo que
0 ultimo orificio fique com apenas uma célula. Apo6s a clonagem e a identificacdo das
células secretoras de anticorpos monoclonais, algumas amostras sdo estocadas em
nitrogénio liquido, enquanto outras sdo propagadas em meio de cultura ou in vivo para a
obtengdo de quantidades ilimitadas de anticorpos monoclonais (HARLOW & LANE,
1988; MORALES, 1993).
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E importante salientar que as células propagadas em meio de cultura devem ser
monitoradas regularmente com a finalidade de se observar a fidelidade de producdo de
anticorpos especificos ao antigeno predefinido. Segundo Liddell e Cryer (1991), algumas
culturas continuam a produzir anticorpos especificos por meses apds a clonagem, porém
outras perdem a estabilidade em periodos muito curtos, cerca de semanas. Essa
instabilidade varia de um clone para outro e ndo ha uma explicacéo para tal fato.

A célula hibrida formada retém a propriedade de secretar 0 mesmo anticorpo que o
linfécito B normal e retém a propriedade da célula de mieloma de multiplicar-se em cultura
indefinidamente. Com as linhagens dos hibridomas resultantes das fusdes clonadas e
imortais, assegura-se a disponibilidade permanente de anticorpos monoclonais. Apés a
clonagem e expansdo, as células podem ser estocadas em nitrogénio liquido, por um
periodo indeterminado, constituindo fontes secretoras de anticorpos monoclonais
(HARLOW & LANE, 1988; LIDDELL & CRYER, 1991; MORALES, 1993).

Os anticorpos monoclonais representam uma valiosa ferramenta de pesquisa e
diagnostico, pois oferecem pureza e disponibilidade ilimitada. Além disso, mostram maior
sensibilidade e especificidade quando comparados com os anticorpos policlonais
(MORALES, 1993; CARDOZO, 1998).

Os anticorpos monoclonais, que reconhecem determinantes antigénicos Unicos,
podem ser selecionados para uma especificidade desejada, produzidos em grandes
guantidades com boa qualidade e podem ser usados no desenvolvimento de testes
diagnosticos especificos, mais rapidos e faceis (LEENAARS & HENDRIKSEN, 2005).

No cultivo de hibridoma, tanto a glicose quanto a glutamina atuam como substratos
limitantes do crescimento, sendo o acido lactico e o aménio os subprodutos do
metabolismo que inibem o crescimento celular. O acido lactico e 0 aménio sdo produzidos
a partir da glicose e glutamina, respectivamente (LEE et al., 2002).

Snyder et al. (1988) produziram e caracterizaram um painel de anticorpos
monoclonais (AcM), contra o IBDV. Dois dos AcM, nomeados R63 e B69, mostraram-se
capazes de neutralizar altos titulos do IBDV no teste de virus-neutralizagdo, o AcM R63
neutralizou seis estirpes do sorotipo 1 e uma cepa do sorotipo 2 indicando a existéncia de
antigenos conservados em VP2,

Fahey et al. (1991), produziram seis AcM neutralizantes contra o IBDV, 0s quais
reconheceram dois epitopos independentes topologicamente. Dois desses anticorpos
neutralizaram uma cepa variante que néo tinha sido neutralizada por outros AcM, o que

sugere a existéncia de dois epitopos neutralizantes distintos.
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Anticorpos monoclonais contra o IBDV podem definir os sitios antigénicos do
virion. Epitopos encontrados em todos os subtipos e aqueles especificos para um dado
subtipo tém sido reportados (SNYDER, 1990). Tém sido desenvolvido AcM especificos
contra o virus classico, variante e para um novo grupo variante, GLS (SNYDER, 1988).
Foram isolados seis novos subtipos do variante, tendo ao menos um epitopo neutralizante
diferente dos outros subtipos e 0 GLS tem um epitopo ndo encontrado em outros virus
classico e variante (SNYDER, 1990).

De modo geral, os estudos presentes na literatura, que envolvem o emprego de
anticorpos monoclonais no diagnostico e monitoramento da IBD e outras infeccGes, indicam
serem estes, instrumentos especificos de identificacdo de antigenos, demonstrando o seu alto
potencial, como reagentes biologicos no estudo das relagdes parasita-hospedeiro.

Pesquisas adicionais, que venham ampliar, ainda mais, 0 entendimento desses
mecanismos imunoldgicos, serdo, sem duvida, importantes para o avanco cientifico nessa

area de conhecimento.

2.4. ELISA

E uma técnica imunoenzimatica descrita pela primeira vez por Engvall e Perlman,
(1972). Desde entdo, € amplamente utilizada em rotinas de laboratérios de diagndstico
(LIMA, 1998; ROCHA, 2000). O teste de ELISA baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo,
sendo utilizados como suporte placas de poliestireno. Essa reacdo é detectada através da
adicdo de imunoglobulina anti-espécie conjugada com enzima e, posteriormente o
substrato respectivo a esta enzima. A quantidade de anticorpo ligada ao antigeno pode ser
mensurada através do grau de degradacdo do substrato observado através de
espectrofotbmetro.

O principio béasico da técnica consiste na reacdo de soros-testes com o antigeno, que
estéd aderido a superficie dos pocos de microplacas previamente sensibilizados. O anticorpo
ligado é demonstrado pela adicdo de anti-imunoglobulina, marcada com enzima, seguida
por ensaio da reagdo da enzima (conjugado) com seu substrato, resultando em formacéo de
cor (MORALES, 1993; LIMA, 1998). O produto cromogénico formado pode ser
visualizado ou mensurado através de um fotocolorimetro, provido de filtro de luz
adequado, ou espectrofotdmetro (OLIVEIRA, 2004).

O ELISA detecta basicamente todos os tipos de anticorpos, 1gG, IgM, IgA,
anticorpos neutralizantes e ndo neutralizantes (DI FABIO, 2001). O teste

imunoenzimatico é o teste soroldégico comumente usado para a deteccdo de anticorpos
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contra o virus da IBD em lotes de aves. O teste de ELISA tem a vantagem de ser um teste
rdpido com os resultados facilmente analisados por programas de computador. Com estes
programas se pode estabelecer um perfil de anticorpos de lotes reprodutores, que vai
indicar os niveis de imunidade e dar a informacéo para o desenvolvimento de programas de

imunizacdo apropriados tanto para os reprodutores como para sua progénie (LUKERT,
1993; SANTOS & SILVA, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

O estudo foi conduzido na Unidade de Estudos em Sanidade Avicola (UESA),
Laboratorio de Virologia do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva do Departamento de
Veterinaria (DVT) e Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores do
BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria), da Universidade Federal
de Vicosa (UFV).

3.2. Virus

Foi utilizada uma amostra atenuada do virus da IBD cepa intermediaria (Bur-706),
proveniente de uma vacina comercial, apresentada na forma liofilizada para 1000 doses,
diluida em 30 mL de solucéo salina estéril.

3.3. Multiplicagéo do virus

Foi utilizado cultivo de células VERO (rim de macaco verde africano), gentilmente
cedidas pelo Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores do
BIOAGRO (UFV), de linhagem continua, seguindo as técnicas descritas por Tham e Moon
(1996) e Barros (2001).

Para o crescimento dos cultivos das VERO foi empregado o meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium, Sigma, Auto-mod®, EUA), suplementado com
glutamina, 10% de soro fetal bovino (CULTILAB), antibidtico (sulfato de gentamicina,
CULTILAB) e antimicatico (anfotericina B, CULTILAB) pH 7,2.

Para o cultivo, foram utilizadas garrafas de poliestireno, com 75 cm? (Corning®,
EUA) de superficie, semeadas com um volume de 5 mL de suspensdo celular, com

aproximadamente 200.000 células/mL.
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A infecgdo das células foi realizada utilizando-se uma estirpe vacinal do IBDV. O
volume de 0,2 mL desta solucdo foi inoculado em garrafas de cultivo celular, contendo
monocamada de células, com 70 a 80% de confluéncia (apds 24 horas de incubacgéo
aproximadamente). Apds a inoculacéo, as garrafas foram incubadas por 1 hora, a 37°C e
levemente movimentadas a cada 15 minutos, para maior adsor¢do do virus. Decorrido o
tempo, o volume foi completado para 3 mL, com meio de manutengédo (DMEM com 5% de
soro fetal bovino, antibidtico e antimicotico). As garrafas foram colocadas sob incubacéo a
37°C e diariamente foram monitoradas (visualizagdo em microscopio invertido, Olympus
IMT2, Japdo) para verificagdo de 70 a 80% de efeito citopatico (ECP). Este efeito
geralmente se da entre 72 e 96 horas ap6s a inoculagdo. O ECP causado pelo virus
consistiu em arredondamento e deslocamento celulares e acentuada granulacdo no
citoplasma celular, em particular em volta do nucleo, com eventual destruicdo da
monocamada (BARROS, 2001). Foi utilizada ainda uma garrafa controle ndo infectada,
que continha somente 0 meio de manutencdo. Apds a completa destruicdo da monocamada
celular (aproximadamente 24 horas) o contetdo da garrafa de cultivo foi transferido para
um tubo com rosca (Corning®, EUA), centrifugado (centrifuga, Jouan BR4, Francia) a
200g por 10 minutos para a sedimentacdo dos debris celulares e os sobrenadante foi
conservado a -20°C.

3.4. Mensuracédo da patogenicidade viral em cultivo celular.

Para o estudo de comparacdo da patogenicidade viral em cultivo celular foi
utilizada placa de 96 pocos. Em todos os poc¢os a serem testados, foram adicionados 50 pL
do inéculo viral teste e a partir dai foram feitas diluicdes seriadas de cada uma das
amostras virais, comecando na diluicdo 1:2 e terminando com a diluicdo 1:2048. Em
seguida foram adicionados 50 pL de suspensdo de células.

As placas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (Nuaire
Auto Flow Incubators, EUA) e o acompanhamento do desenvolvimento do efeito
citopatico foi realizado diariamente com o auxilio de um microscépio Optico invertido
(Olympus IMT2, Japéo).

3.5. Purificacao do virus

A purificagdo do antigeno foi realizada por ultracentrifugagdo em gradiente de
sacarose, de acordo com a técnica descrita por Collins e Gough (1988), Lima (1998) e
Barros (2001).
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A suspensdo de células infectadas foi submetida a trés etapas de congelamento e
descongelamento, sendo depois centrifugada a 2.000g (centrifuga JOVAN) por 15
minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 30.000g
(ultracentrifuga, BECKMAN OPTIMA TM, Estados Unidos), durante uma hora, a 4°C. O
sobrenadante resultante desta segunda centrifugacdo foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 2mL do tampéo Tris — HCI (0,1 M; pH 7,4), que corresponde a 2% do
volume inicial (100mL) da amostra. O sedimento ressuspendido foi colocado em tubos de
ultracentrifuga, previamente preparados com 10 mL de um gradiente descontinuo de
sacarose, compreendendo sacarose a 30% (8 mL) e sacarose a 55% (2 mL), e centrifugado
a 53000 g, por 90 minutos, a 4°C. Decorrido o tempo, a fracdo transltcida que dividia as
duas concentracdes de sacarose foi coletada, colocada em tubos de centrifuga e
ressuspendida em tampdo Tris-HCI (0,1 M; pH 7,4). A suspensdo foi novamente
centrifugada, a 16000 g, por 60 minutos, a 4°C. Apos este procedimento, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento, correspondente ao concentrado viral, aliquotado em
criotubos, apos ressuspensdo em 1 mL de tampédo Tris-HCI (0,1 M; pH 7,4), sendo

armazenados em nitrogénio liquido até o momento do uso.

3.6. Dosagem de proteina

Apbs a purificacdo do virus, foi realizada a dosagem de proteinas, pelo método do
acido bicinconinico (SMITH et al., 1985). Para esta dosagem foi empregado como padréo
soro albumina bovina (SAB, Sigma, EUA) a 0,5% e utilizados os reagentes A e B (ver
apéndice), combinados em uma solucdo de trabalho (1960 pL de reagente A; 40 pL de

reagente B), preparada no momento do uso.

Em tubos de vidro de 15 mL foram adicionados 2 mL de solucdo de trabalho mais
100 pL das solucdes a serem dosadas. Primeiramente, foi realizada a construgéo da curva-
padrdo para o teste, utilizando-se 100 pL de SAB em cada tubo, nas seguintes
concentragdes: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 ug/mL. Utilizou-se um
tubo como “branco”, contendo 2 mL de solucdo de trabalho mais 100 pL de agua MilliQ.
Os tubos foram agitados, vedados com parafilme e incubados a 60°C por 30 minutos.
Decorrido o tempo, foi realizada leitura em espectrofotdmetro a 562nm (Smartspec™ 3000,
Bio-Rad, EUA). Depois da construcéo da curva foi realizada a dosagem da amostra (virus

purificado), procedendo-se da mesma forma que para determinacdo da curva-padrao.
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3.7. Animais Experimentais

Foram utilizados 10 camundongos BALB/c, com cerca de 7 semanas de idade,
sendo 8 fémeas e 2 machos. Os animais foram obtidos no Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vicosa. Machos e fémeas
foram mantidos em gaiolas separadas, forradas com maravalha, trocada 3 vezes por
semana, apos higienizacdo das gaiolas. Além disso, foi fornecida agua filtrada, trocada
todos os dias apds lavagem dos bebedouros, e racdo comercial peletizada, padronizada para
animais de laboratorio, ambos ad libittum. As condi¢bes de temperatura, umidade,

ventilagdo, luz e ruidos foram controlados, evitando estresse dos camundongos.

3.8. Sangria dos camundongos

Realizou-se a coleta através do plexo orbital, previamente anestesiados em camara
de éter, permanecendo na mesma por aproximadamente um minuto. Decorrido o tempo,
eram imobilizados conforme descrito anteriormente. Com auxilio de um tubo capilar de
ponta fina (a ponta era preparada colocando-se o tubo no fogo e puxando-se, formando
uma ponta mais fina), que possibilitava a perfuracdo do plexo orbital, o tubo era
preenchido com sangue, por capilaridade. O soro foi obtido centrifugando-se os capilares
em centrifuga para microhematocrito e armazenado para testes de ELISA para o IBDV.

3.9. Imunizacéo dos camundongos

Os animais receberam, por via intraperitoneal, cerca de quatro doses de um inéculo
preparado com o IBDV purificado, com intervalo de 21 dias entre cada aplicagdo. O
antigeno foi emulsionado em adjuvante saponina. Usando de 40 pg de virus purificado +
50 pg de saponina (diluida em adgua MilliQ). O volume do in6culo foi completado para 0,2

mL, com tampao fosfato (PBS pH 7,6).

A ultima imunizacdo foi realizada quatro dias antes da coleta dos bagos, sem

adjuvante, utilizando-se as vias venosa e intraperitoneal.

3.10. ELISA para avaliagio do soro dos camundongos
Para avaliacdo dos niveis de anticorpos contra o IBDV no soro dos camundongos
foram realizados testes ELISA indireto, seguindo as técnicas descritas por Santos (1995),

Lima (1998) e Barros (2001). Além disso, os testes de ELISA foram previamente
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padronizados, pela diluicdo do antigeno e titulagdo dos soros obtidos, resultando-se nas
concentracdes e dilui¢des Gtimas, para a experimentacao futura.

Microplacas de polivinil contendo 96 pocos (Hemobag, Brasil), com capacidade
para 200 pL cada, foram sensibilizadas com 1 ug de antigeno purificado, diluido em 100
UL de tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6). A placa foi incubada a 4°C, por uma
noite. Ap6s o periodo de adsorcédo, a placa foi lavada trés vezes, utilizando-se tampdo de
lavagem (pH 7,2). Em seguida foram adicionados, em cada pocinho, 100 pL de caseina
hidrolisada a 2% em tampdao fosfato (PBS, pH 7,6), para bloquear os sitios nao utilizados
pelo antigeno. A placa foi, entdo, incubada por 1 hora em temperatura ambiente e,
decorrido o tempo, submetida a duas lavagens, com tampao de lavagem (pH 7,2). Apds a
lavagem, cada orificio da microplaca recebeu 100 puL de soros negativos e positivos,
diluidos em tampéo de incubacdo. A placa foi incubada por 2 horas e posteriormente
lavada com tampdo de lavagem (pH 7,2). Foram adicionados 100 pL do conjugado (1gG de
cabra anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase, Sigma®, EUA) diluido em
tampdo de incubacéo (1:30000) nos orificios da microplaca. A placa foi incubada por mais
2 horas e, em seguida, lavada. Apos a lavagem, foram adicionados, em cada orificio, 100
ML de substrato (o-phenylenediamine - OPD Sigma®, EUA). A placa foi entéo incubada
por 40 minutos em camara escura, a temperatura ambiente. Apés esse periodo, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 30 pL de acido sulfarico 2N (1:20). Foram feitas quatro
lavagens por ciclo.

Para a leitura das reagdes foi utilizado leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus,
EUA) com filtro de comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram expressos em
densidade optica (DO).

3.11. Producéo de Plasmocitomas

Na producdo dos plasmocitomas foram utilizadas células de mieloma da série
plasmocitaria ndo secretoras de imunoglobulinas (SP,/O) (SHULMAN et al., 1978),
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
do BIOAGRO da UFV, seguindo-se a metodologia descrita por Rocha (2000). Os
criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e aquecidos a 37°C por 2 a 5 minutos, em
banho-maria. As células foram transferidas para garrafa de 75 cm? contendo RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Istitute, Sigma, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab,
Brasil), e incubadas em estufa de CO, (Nuaire Auto Flow Incubators, EUA) por uma hora,

apos este tempo as celulas foram transferidas para tubos de centrifuga e seu volume foi
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completado com meio RPMI sem SFB. O tubo foi centrifugado a 350 g por 5 minutos.
Decorrido o tempo, o sobrenadante do tubo foi desprezado e o pellet desprendido,
acrescentando-se 1 mL de meio RPMI-10% de SFB. As células foram colocadas em
garrafa de cultivo celular e mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% de CO; e
repicadas a cada 48 — 72 horas até se obter niumero suficiente de células para a realizacéo
do processo de fusdo, que é 250.000 células/mL, em aproximadamente, duas semanas. A

troca total do meio se fazia por centrifugacéo a 400 g por 5 minutos.

3.12. Preparo de macrofagos peritoneais

Células normais da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, foram
assepticamente obtidas para o preparo do feeder-layer de macréfagos. Para a coleta das
células peritoneais, os camundongos foram anestesiados com éter etilico e foram sacrificados
por estiramento cervical e posteriormente mergulhados em uma solugéo de alcool a 70%
(v:v) durante 3 minutos, para desinfecgdo. Os animais foram fixados em prancha de isopor,
dentro de capela de fluxo, previamente descontaminada, e a pele do abdémen foi rebatida,
com auxilio de pinca e tesoura estéreis. Depois de rebatida a pele, foi injetado, na cavidade
peritoneal, 5 mL de dextrose 10% RPMI 1640 gelada. O abdémen do animal foi
massageado com a ponta dos dedos por aproximadamente 4 minutos e, apos esse tempo, 0
meio injetado foi coletado e transferido imediatamente para tubos de centrifuga, mantidos
em gelo. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 400 g, por 5 minutos, a 4°C, desprezando-
se 0 sobrenadante ao final do processo. O pellet formado, correspondente aos macréfagos,
foi ressuspendido em RPMI 1640 (Sigma, EUA), 10% SFB (Cultilab, Brasil) e distribuido
em placa de 96 orificios. As placas foram incubadas em estufa, a 37°C, com atmosfera de
5% de CO..

3.13. Contagem celular

Para os procedimentos de fusdo, clonagem, congelamento dos mielomas e
hibridomas foi preciso fazer a contagem das células viaveis utilizando-se de Camara de
Neubauer. Centrifugou-se a suspenséo celular a 400 g, por aproximadamente 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio RPMI incompleto
(meio RPMI-1640 sem SFB), e foram coletados 100 pL de suspenséo celular e misturou-se
com 100 pL de Azul de Tripan (fator de diluicdo 2), deixou-se a temperatura ambiente por
alguns minutos, colocando-se a mistura na Camara de Neubauer e procedendo a contagem

como seqgue:
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Média das células contadas (X) = numero de células/ nimero de quadrados.

Células por mL = X x 10 x fator de diluicdo

3.14. Coleta de linfocitos para fusdo

Os camundongos foram anestesiados em camara de éter, por aproximadamente 3
minutos. Decorrido o tempo foram sacrificados por distenséo cervical e colocados em
frasco contendo alcool 70%, por 3 minutos, para desinfeccdo dos mesmos. Os animais
foram fixados em prancha de isopor, dentro de capela de fluxo previamente
descontaminada, e a pele do abdémen foi rebatida, com auxilio de pinca e tesoura estéreis.
O baco foi coletado e colocado em placa de petri estéril, com 4 mL de meio RPMI-1640
incompleto. Em seguida se macerou com auxilio de um émbolo de seringa e uma malha de
metal. O baco foi comprimido contra essa malha, obtendo-se, entdo, a massa de linfocitos,
que foram suspendidos em 5 mL de meio RPMI-1640 incompleto e passados hovamente
pela malha de metal, agora acoplada a um tubo de centrifuga. O volume do tubo foi
completado com meio RPMI-1640 incompleto e o tubo foi centrifugado a 400 g por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet, resultante da centrifugacao,
foi ressuspendido em solucdo de lise de hemaécias. Os linfocitos foram novamente
centrifugados a 400 g por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante. O pellet foi
ressuspendido em meio RPMI-1640 incompleto e novamente centrifugado a 400 g por 5
minutos. Decorrido o tempo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 11
mL de RPMI-1640 incompleto, 10% de SFB e HAT (hipoxantina aminopteridina
tiamidina, Sigma, EUA). N&o foi necessario contar os linfocitos do baco, pois estima-se
haver 10° linfécitos por bago de camundongo (SHULMAN et al., 1978).

3.15. Fuséao

As células de mieloma foram coletadas das garrafas de cultivo e centrifugadas a
300 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10mL
meio RPMI incompleto. Procederam-se duas centrifugagfes, a 400 g por 5 minutos,
descartando-se 0 sobrenadante entre os dois processos. O pellet resultante foi
ressuspendido em 5 mL de meio RPMI incompleto. Retirou-se uma aliquota de 100uL,
para contagem das células, que foi misturada a 100 pL de azul de trypan (Sigma, EUA). As

células foram contadas em Camara de Neubauer.
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A mistura de células (linfécitos + mielomas) em uma proporcao de 10° células de
baco para 10 células de mieloma, foi colocada em tubo de centrifuga de 50 mL, sendo seu
volume completado com meio RPMI-1640 incompleto e o tubo centrifugado a 400 g por
10 minutos. Decorrido o tempo, o sobrenadante foi descartado e o excesso de meio retirado
com auxilio de pipeta Pasteur. O pellet foi desprendido e o tubo colocado em um Becker
com 4agua a 37° C. Com uma pipeta foi adicionado a mistura 1mL de polietilenoglicol
(PEG, Sigma, EUA) 50%, pré-aquecido, no intervalo de 1 minuto e fazendo-se
movimentos circulares, para que ocorresse a mistura. O PEG foi diluido adicionando-se 1
mL de meio RPMI incompleto aquecido a 37°C, gota a gota, agitando-se lentamente o
frasco, no tempo de 1 minuto. Acrescentou-se ainda mais 15 mL de meio RPMI-1640
incompleto, agitando-se o tubo por 5 minutos. Os hibridos recém formados foram
centrifugados a 400 g e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 10 mL
de meio RPMI-1640 completo (meio com SFB, com sulfato de gentamicina, com
anfotericina com glutamina e com HAT) com 10% SFB e HAT. Em seguida, foram
acrescentados mais 50 mL de meio e distribui-se os hibridos em placas de 96 orificios (100
uL por pocinho). As placas foram incubadas em estufa, a 37°C, com atmosfera de 5% de
CO,. Apb6s e cada 48 horas foram realimentados os clones com RPMI-1640
complementado com HAT e ap6s 10 dias 50% do volume dos orificios foi substituido por

meio RPMI-1640 complementado com HT (Figura 2).

3.16. Coleta do sobrenadante

As placas foram deixadas na estufa de cultivo por pelo menos 15 dias, para que s6
entdo fosse coletado o sobrenadante. Foi retira 0 50% do sobrenadante dos orificios com
cuidado de ndo pegar os hibridomas e foi armazenado a -20°C até a realizacdo dos testes

ELISA para detecgdo dos anticorpos contra o virus da IBD.

3.17. ELISA para avaliagdo do sobrenadante
O teste ELISA realizado para avaliacdo do sobrenadantes € o mesmo para avaliagdo

dos camundongos (3.9) e este ja foi descrito anteriormente.

3.18. Clonagem dos hibridomas positivos
Os hibridos positivos foram selecionados para a clonagem. As células dos orificios
a serem clonadas foram retiradas com auxilio de pipeta de Pasteur, ressuspendidas em

RPMI-1640 e contadas em Camara de Neubauer.
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Ap0s a contagem, fez-se diluicdo limitante, de modo que durante a distribuicdo nas
placas de cultura de 96 orificios se colocasse apenas uma célula por orificio. O crescimento
foi acompanhado diariamente, a partir do quinto dia, com troca de meio a cada trés dias.

Os orificios que apresentavam bom crescimento apenas de uma coldnia e
permaneceram positivas no ELISA foram expandidas em placas de 24 orificios e garrafas
de 75 cm? para obtencéo de sobrenadante de cultura para congelamento a -70°C.

Todos os fracos ou placas utilizados foram 24 horas previamente revestidos com

uma camada de macrofagos.

3.19. Congelamento das células produtoras de anticorpos monoclonais.

As células dos diferentes clones foram congeladas, quando apresentavam
crescimento satisfatorio e alta viabilidade. As células foram adicionadas a solucdo de
congelamento contendo 20% de soro fetal bovino, 10% de dimetil sulfoxido (DMSO) em
RPMI-1640. A mistura foi imediatamente transferida para ampolas de congelamento de 1
mL e imersas em banho de gelo, mantidas a -20°C por trinta minutos e -70°C overnight e

depois transferidos para o nitrogénio liquido.
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Figura 2. Desenho esquematico da técnica para a producdo de hibridomas e clones

secretores de anticorpos (1gG).
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3.20. Reacédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Fragmentos da bolsa de Fabricio fixados em formol de episodios naturais de IBD
foram desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina e sumetidas a reacdo
de imunofluorescéncia utilizando a técnica descrita por Oviedo (2001). Foram obtidas
seccdes histoldgicas de 4um e aderidas a lamina de vidro com cola comum e deixadas por
24 horas em estufa a 37°C e apds este tempo foram desparafinizadas. Os cortes
histolégicos foram desparafinados em xilol, duas passagens de 30 minutos cada, sendo
hidratados em solug6es alcodlicas decrescentes (100% 1 e 11, 90%, 80% e 70%) trocando-
se de solugcdo a cada 5 minutos. Apds lavagem em PBS pH 7,4, foi feita a digestdo
enzimatica dos cortes utilizando-se tripsina 1mg/ml em PBS pH 7,4 durante 15 minutos a
37°C.

Os cortes foram lavados duas vezes, durante 5 minutos cada, com PBS pH 7,4. Em
seguida, cobriram-se os cortes com soro normal de cabra diluido 1:10 em PBS pH 7,4 e
incubaram-se em camara Umida durante 45 minutos a temperatura ambiente. Apos
a incubagéo, enxugou-se o0 excesso de soro e sem deixar secar 0s cortes colocou-se
anticorpo primario especifico (IgG dos sobrenadante de hibridomas anti-IBDV, e como
controle positivo e negativo soro de camundongo, sabidamente positivo e negativo
respectivamente); os cortes foram incubados durante 18 horas em cdmara Umida a 4°C.

Posteriormente, os cortes foram lavados trés vezes com PBS pH 7,4 durante cinco
minutos cada e em seguida cobertos com o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de
camundongo, marcada com fluoresceina — Sigma, EUA), diluido 1:256 em PBS 7,4 de
acordo com especificacdo do fabricante. Apo6s incubacdo em camara Umida e escura,
durante 60 minutos a 37°C, os cortes foram lavados trés vezes, 5 minutos cada, com PBS
pH 7,4, apds lavagem as laminas foram seladas com laminula e solugéo glicerina (1 parte
de PBS pH 8,0 e 9 partes de glicerina) e analisadas ao microscépio de fluorescéncia de luz
verde (Nicon Eclipse E-600).

3.21. Caracterizacéo dos clones

3.21.1. SDS-PAGE

O virus purificado foi submetido a eletroforese de acordo com a metodologia

descrita por Laemmli (1970), com modificaces.
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Os géis foram montados entre placas de vidro separadas por espacadores. Os géis
de corrida e de concentracdo (Stack) foram utilizados na concentracdo de 12% e 3%,
respectivamente. O antigeno foi misturado com igual volume de tampdo de amostra
completo e fervido por trés minutos. A amostra aplicada por canaleta maltipla foi de 30uL
de antigeno para geis corados pela azul de Coomasie G-250. Nos geis para
eletrotransferéncia, amostra aplicada foi de 200 uL de antigeno em canaleta unica.

Em todas as eletroforeses, foram incluidos marcadores padrées com o0s respectivos
pesos moleculares (Sigma, EUA): albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenase (36 Kda), anidrase carbbnica (29 kDa),

tripsinogénio bovino (24 kDa), a lactoalbumina bovina (14,2 kDa).

3.21.2. Coloracéo pelo azul de Coomasie G-250.

Apbs eletroforese e rapida lavagem em agua destilada, o gel foi transferido para
uma solucdo corante, contendo 0,25% de azul Comassie G-250 durante 30 minutos. Logo
apos, foi feita a descoloracgdo, utilizando-se uma solugdo contendo metanol, &cido acético e
agua destilada até se obter a diferenciacdo das bandas coradas.

3.21.3. Western blotting

A eletrotransferéncia das proteinas virais dos géis de poliacrilamida para as
membranas de nitrocelulose foi realizada de acordo com metodologia descrita por Pereira
et al. (1998) com modificaces.

Ao terminar a eletroforese, o gel foi lavado em &gua destilada e mergulhado por 30
minutos em tamp&o de transferéncia. A membrana de nitrocelulose foi imersa em agua
deionizada durante cinco minutos e, posteriormente, incubada por 30 minutos em tampé&o
de transferéncia, juntamente com seis pedacos de papel de filtro Whatman 3 mm, cortados
do tamanho do gel e espumas.

Realizou-se montagem sequencial sobre um suporte de acrilico na seguinte ordem:
uma espuma, trés pedagos de papel filtro, o gel, a membrana, os outros trés pedagos de
filtro e espuma. Na montagem evitou-se a formacdo de bolhas de ar entre as varias
camadas e sempre utilizando-se luvas. O “sanduiche” foi colocado no aparelho de
eletrotransferéncia, contendo tampdo de transferéncia, de forma que a membrana ficasse
entre o gel e o catodo (pdlo positivo). A transferéncia foi realizada a 4°C por 18 horas a 40
volts. Ao final desse periodo, para controle da transferéncia, a tira de nitrocelulose, que
continha o padrdo de peso molecular foi corada com solugdo de Ponceau-S durante um
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minuto. Apos a transferéncia, as membranas foram utilizadas na identificacdo das proteinas
dos antigenos, reconhecidas pelos anticorpos monoclonais antivirus da IBD.

A membrana foi lavada em agua destilada e cortada em tiras de aproximadamente
0,5 cm de largura. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com tampéo de bloqueio
durante 30 minutos. Apds o bloqueio, as tiras foram lavadas trés vezes em PBS-Tween 80
a 0,05%, durante 15 minutos, e incubadas por duas horas com as imunoglobulinas dos
sobrenadantes de culturas, contendo os anticorpos monoclonais.

Como controles positivos foram utilizados soros policlonais de camundongo
imunizados e, como controles negativos, utilizaram-se soro de camundongo nao
imunizado, além de sobrenadante de cultura de hibridos ndo produtores de anticorpos
monoclonais.

As tiras de nitrocelulose foram lavadas trés vezes em PBS-Tween 80 (Sigma, EUA)
e incubadas por duas horas com anti-lgG de camundongo conjugada a peroxidase (Sigma,
EUA) na diluigdo de 1:2000 em PBS-Tween 80 a 0,05% e ap0s este tempo foram lavadas
novamente duas vezes em PBS-Tweem 80 e uma vez com PBS. Em seguida, foram
reveladas em substrato para peroxidase. A revelacdo foi interrompida com agua destilada.

Toda a reacdo foi realizada a temperatura ambiente, sob agitacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Patogenicidade viral em cultivo celular.

O virus da IBD é capaz de multiplicar em células de linhagem, tais como RK13 e
células VERO (ITO et al., 2001). Com a finalidade de multiplicar o virus IBD obtido de
uma vacina viva atenuada, a suspensdo vacinal foi inoculada em células VERO. Apés a
terceira passagem observou-se o efeito citopatico. O efeito citopatico consiste em
destruicdo da monocamada celular, onde podem ser observadas células com morfologia
arredondada com grande espaco entre elas, além de presenca de grande quantidade de
células mortas no sobrenadante do cultivo. Ap6s completa destruicdo do tapete celular as
amostras foram estocadas a -20°C. Quando se obteve quantidade suficiente do virus para
purificacdo (500 mL de sobrenadante), retirou-se uma amostra para ser analisada no ensaio
de patogenicidade em cultivo celular. Para esse ensaio foi utilizada uma placa de 96
pocos, em cada linha da placa foram avaliadas dilui¢cbes seriadas da amostra viral e na
ualtima linhas se adicionaram células sem virus como controle negativo. O titulo obtido,
segundo o método de Reed e Muench (1938), foi de 1,4 x10° ou TCDI*® de10°.

4.2 Purificagéo do virus

Ap6s a multiplicacdo do virus coletou-se 500 mL de sobrenadante de células VERO
infectadas com o IBDV. Na purificacdo por gradiente de sacarose, obteve-se 3 mL de
concentrado viral, os quais foram aligiiotados em criotubos e armazenados a -70°C,
retirando 100puL da amostra para dosagem de proteina viral. E importante o uso de
antigenos puros para evitar que anticorpos contra possiveis impurezas, presentes no
material empregado na imunizacdo, sejam revelados nos testes de sele¢do de hibridomas e
dos clones.
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4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

O perfil eletroforético do antigeno do IBDV, amostra vacinal em SDS-PAGE esta
apresentado na figura 4. Através dessa técnica, podem-se observar a banda do virus
correspondente ao peso molecular de 47 kDa correspondente a proteina VPX precursora de
VP2, observe-se auséncia de proteinas celulares, outras bandas fracas se observam que
correspondem a VP2 (41kDa), VP3 (35kDa) e VP4 (28kDa).

PM Virus purificado

66 kDa
VPX
45 kDa
VP2
36 kDa VP3
VP4
20,1 kDa

Figura 3. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) do virus da IBD corado pelo Azul de

Coomassie. Marcadores de peso molecular (PM) em kDa & esquerda.
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4.4. Dosagem de proteinas
Primeiramente foi determinada a curva-padrdo, utilizando-se a soroalbumina

bovina (SAB) a 0,5%:

Concentragéo

(ug/mL)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Absorvancia | 0,289 | 0,768 | 0,956 | 1,366 | 1,414 | 1,672 | 1,745 | 1,927 | 2,172 | 1,906

Tabela 2. Relacdo pg de Soro Albumina Bovina (BSA) bovina como padrdo com

densidade Optica determinada pelo método de &cido biciconinico.
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Gréfico 1. Curva padréao para dosagem de proteina, usando Soro Albumina Bovina
(BSA).

Em seguida, foi realizada a dosagem de proteina do virus purificado, através de
leitura em espectrofotdmetro (Smartspec™ 3000, BIO-RAD, EUA) a 562 nm, obtendo-se
1623,22 ug/mL que corresponde a absorvancia de 0,708. A quantidade de proteina viral

obtida foi suficiente para o desenvolvimento de todo o experimento.

4.5. Imunizagéo dos camundongos BALB/c
A partir dos soros obtidos com as sangrias que eram realizadas a cada duas semanas

apos imunizacao, foram realizados testes ELISA indireto, para mensuracdo dos niveis de

anticorpos (Quadro 1).
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Semanas Camundongo Ndmero
1 2 3 4 5 6 7 8
0 0,097 01 0,135 0,159 0,102 0,22 0,103 0,103
2 0,367 0,407 0,406 0,37 0,309 0,38 0,407 0,365
5 0,346 0,336 0,384 0,353 0,344 0,384 0,362 0,347
8 0,634 0,637 0,634 0,644 0,615 0,643 0,621 0,634
11 0,355 0,368 0,435 0,385 0,361 0,354 0,415 0,363
12 0,593 0,57 0,587 0,614 0,582 0,593 0,613 0,563

Quadro 1. Medias de absorvancia dptica (492nm) obtidas no ELISA indireto. Os nimeros
representam as médias de absorvancia nas semanas indicadas, sendo que para cada soro
foram feitas duas repeti¢fes. As inoculagdes foram feitas na semana 0, 3, 6, 9 e 4 dias

antes da fusao.

Densidade

Optica

0 t T f T f T f T }
0 2 5 8 11 12

Gréafico 2. Médias de absorvancia optica (492nm) obtidas no ELISA indireto dos soros dos
camundongos testados por ELISA antes de serem imunizados; 2 semanas apds cada
imunizagdo, os camundongos foram inoculados com intervalos de 3 semanas. Foram
feitas 4 inoculagcdes nos camundongos e as setas no grafico indicam o dia da

imunizacéo, a 5 e ultima imunizagdo quatro dias antes da fus&o.

Dos oito camundongos imunizados, todos desenvolveram resposta imune humoral,

sendo observado o maior titulo a partir da terceira inoculacdo (Gréafico 2). O uso de
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saponina como adjuvante mostrou uma boa resposta humoral em termos de producéo de
IgG, garantindo sua eficécia e coincidindo com os resultados relatados por Sales-Junior et
al. (2005), que usou como modelo experimental camundongos. Os autores verificaram que
0 adjuvante saponina tem a habilidade de estimular a resposta mediada por células, assim
como de aumentar a producgéo de anticorpos. Quanto ao seu modo de acdo, Bar et al.(1998)
citam que a saponina estimula a apresentacdo antigénica, a imunomodulacdo e a inducdo
de resposta T citotdxica. Além disso, segundo Scott et al. (1985) a saponina aumenta a
retencdo do antigeno no local da inoculacdo (SALES — JUNIOR et al., 2005).

4.6. Fusdo e clonagem

Quinze dias apds a fusdo dos linfocitos com as células de mieloma Sp2/O, os
sobrenadantes das culturas foram retirados (100pL) e a produgdo de anticorpos pelos
hibridomas foi acompanhada através de ELISA. Nessa etapa, detectaram-se orificios
contendo hibridos positivos, porém foram selecionados apenas dois (2H11 e 5C7), por
apresentarem maior densidade oOptica.

Apos a clonagem, foram selecionados trés clones (D8, F9 e H8) por serem positivos
frente ao ELISA e por mostrarem bom crescimento. Portanto, foram expandidos em placas
de 24 orificios, previamente revestidas por uma monocamada de macrofagos.

A utilizacdo de macrofagos alimentadores durante o processo de cultivo dos
hibridos mostrou ser util e benéfico para a multiplicacdo dos hibridomas, e o crescimento
dos clones se observo perceptivelmente superior quando comprados aos clones em cultivo

sem macrofagos fatos também relatados por Souza (1999).

4.7. ELISA Indireto do sobrenadante.

A partir do sobrenadante obtido dos orificios (100uL), foram realizados testes
ELISA indireto, para avaliagdo dos niveis de anticorpos (Figura 4). Em relacdo a
reatividade dos anticorpos monoclonais pelo teste ELISA, foram observados diferentes
intensidades de absorvéncia de 0,617 a 0,923, permitindo distinguir claramente os clones
positivos dos negativos (considerando-se um cut off de 4 vezes a D.O. do soro normal
0,187 ) (Tabela 3).
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Clone Absorvéncia (D.O.)

D8 0,617
F9 0,823
H8 0,923

Tabela 3. Reatividade dos anticorpos monoclonais anti-IBDV em ELISA.

2 'b" Tt o

8 9 10 11 12

Clones positivos

Figura 4. Teste de ELISA mostrando os trés clones positivos que correspondem aos

clones D8, F9, H8 - apos clonagem, por diluicdo limitante D.O. D8 (0,617);
F9 (0,823); H8 (0,923).

4.8. Expanséo dos hibridomas positivos em placas de 24 orificios

Os hibridomas positivos, que mostraram bom crescimento, foram transferidos para
placas de 24 orificios para estimular seu crescimento e a producgdo dos anticorpos. Foram
testados em ELISA e RIFI para verificar sua producéo.
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As principais dificuldades neste trabalho foram o crescimento e manutengéo dos hibridos,
bem como a obtencdo de grande quantidade de anticorpos. Neste contexto, Lee et al.
(2002) sdo de opinido que a literatura busca solucGes para os seguintes problemas:
limitacdo nutricional; reducdo dos efeitos inibitérios ocasionados pelos subprodutos do
metabolismo, principalmente amobnia e acido l4ctico, e/ou sintese de produtos;

transferéncia de oxigénio em sistemas in vitro.

4.9. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os anticorpos monoclonais oriundos dos clones D8, F9, H8, ao serem
submetidos a RIFI frente a cortes histolégicos de bolsas de Fabricio diagnosticadas como
positivas para o IBDV apresentaram fluorescéncia, apresentaram diferencas com respeito a
diluicdo usada para identificacdo do virus na RIFI. Em geral, o sobrenadante dos cultivos
apresentou reacdo positiva na diluicdo de 1:160 para F9; 1:160 para D8 e de 1:320 H8
(Figura 5). Todos os clones positivos em ELISA se mostraram positivos em RIFI O titulo
de reacdo de cada anticorpo monoclonal foi determinado testando-se diferentes diluicdes
do sobrenadante de cultivo como anticorpo primario nas técnicas de RIFI, apresentando
reacao positiva na diluicdo de 1:160 para os clones denominados F9 e D8 e de 1:320 para
H8.
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Figura 5. Reagdo de imunofluorescéncia indireta dos anticorpos monoclonais frente a

cortes histologicos de bolsas de Fabricio positivas para o IBDV por infecgdo
natural. A. Controle policlonal negativo, soro de camundongo sem imunizar.
B. Controle policlonal positivo, soro de camundongo imunizado. C.
sobrenadante de hibridomas clone H8. D. sobrenadante de hibridomas clone
D8. E e F. sobrenadante de hibridomas clone F9. Diluicdo 1:40, 400X.
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4.10. Western blotting

As bandas proteicas reconhecidas pelos anticorpos monoclonais apresentavam

pesos moleculares entre 66 e 41 kDa, sendo que todos os anticorpos monoclonais

reconheceu mais de uma banda nessa faixa de peso molecular (Figura 6).

66 kDa

45 kDa

36 kDa

29 kDa

—» | VP1(90kDa)

—» | VvPX (47kDa)
—» | VP2 (41kDa)

_ —
VP3 (31 kDa)

Figura 6. Western Blotting com os anticorpos monoclonais frente ao virus da IBD. Pesos

moleculares (kDa) indicados a esquerda. 1.Marcador de peso molecular, 2.Controle
policlonal positivo: soro de camundongo anti-virus da IBD, 3.Clone H8, 4.Clone
F9, 5. Clone D8, 6. Controle policlonal negativo: soro de camundongo negativo
para o virus da IBD, 7. Controle policlonal positivo: soro de camundongo anti-virus
da IBD

Dobos (1979), trabalhando com amostras purificadas do virus da IBD encontraram

as seguintes proteinas virais com seus respectivos pesos moleculares: VP1 (90kDa), VP2
(41kDa), VP3 (35kDa), VP4 (28kDa) e VPX (47kDa). Este mesmo autor designou de
VPX a proteina viral precursora da VP2, com peso molecular de 47kDa. A proteina
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denominada de VP2, principal indutora de protecdo ao hospedeiro conforme Azad et al.
(1987), é descrita por varios autores com pesos moleculares entre 37 e 42kDa. A VP2,
localizada no capsideo externo do virus, esta relacionada com a antigenicidade, ou seja,
expressao de epitopos que induzem uma resposta de anticorpos. Por essa razdo, essa
proteina € conhecida como epitopo de neutralizagdo, ou seja, anticorpos gerados por ela
permitem efetuar a diferenciacdo dos sorotipos e subtipos virais. A VP3 esta no capsideo
interno e é a principal responsavel pela conformacéo estrutural do virus tendo relacdo com
antigenos grupos especificos. Induz resposta de anticorpos, porém sdo fracamente
neutralizantes. A VP4 é uma protease viral que ndo € incorporada na particula madura do
virus. A VP5 tem sido demonstrada na célula infectada, ndo esta presente no virus maduro
e suspeita-se que tenha papel na regulacédo do ciclo viral ou na liberacdo do virus da célula
infectada (ITO et al., 2001).

Di Fabio (2001) relatou que VP2 contém epitopos que induzem a producdo de
anticorpos que neutralizam o virus, existindo assim uma correlacdo direta entre o titulo de
anticorpos neutralizantes especifico, para a fracdo VP2 do virus e a protecdo conferida as
aves. A regido protéica VP2 foi identificada como antigeno protetor, pois contém uma
regido antigénica responsavel pela inducdo de anticorpos neutralizantes. Becht et al. (1988)
demonstraram que 0s epitopos neutralizantes encontravam-se na regido protéica VP2 do
virus da IBD, esta regido esta relacionada com a antigenicidade do virus, ou seja, contém
expressOes de epitopos que induzem uma resposta imunoldgica. Por esta razdo esta
proteina é conhecida como epitopo de neutralizagdo (ITO et al., 2001).

As diferencas nos pesos moleculares encontrados nesta pesquisa podem ser devidas
a metodologia empregada. Outra possivel razéo para estas variagdes pode ser a variacao na
clivagem dos sitios das proteinas precursoras, quando diferentes sistemas sdo empregados
na replicagdo viral. Assim, Rodriguez-Chavez et al. (2002), e Mdller e Becht (1982),
relataram mudancas nos epitopos associadas ao método usado para propagacao do virus.
Alem disso, os determinantes antigénicos podem ter sofrido modificagdo de configuracdo
ou de aspecto tridimensional da molécula protéica estrutural durante a execugao do western
blotting, na qual pode ocorrer desnaturacdo de proteinas, com modificacdo de
determinantes antigénicos de conformacéo e alteracdo de sensibilidade frente a testes que
dependam da forma de apresentacdo molecular (CARDOZO et al., 1998).

Segundo Fahey et al. (1985) VPX e VP2 reagem com 0 mesmo anticorpo
monoclonal em wetern blotting, esta observacdo pode ser explicada porque VP2 é um

produto da clivagem de VPX.
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Outras possiveis explicacdes para os anticorpos reagiram com mais de uma proteina
é a necessidade de novas clonagems. A clonagem por diluicdo limitante, que aponta a
obtencéo de clone puro originado de uma Unica célula, foi promovida e facilitada pela alta
diluicdo das células pos-fusdo cultivadas em grande nimero de microplacas apos a fuséo.
Esses foram incluidos no western blotting, evidenciando a necessidade de trabalho
adicional de individualizacdo das células produtoras de anticorpos monoclonais.

Os controles policlonais positivo (CPP) reconheceu todas as bandas protéicas
estruturais e mostrou reacdo inespecifica o que confirma uma possivel desnaturacdo da
proteina durante a execucado da técnica de western blotting.

A técnica empregada neste estudo ndo difere das descritas por outros autores,
entretanto, certos aspectos devem ser ressaltados, como a imunizacdo dos camundongos, a

selecdo dos hibridos e a clonagem.

Pelo exposto, pode-se concluir que alguns componentes antigénicos do virus da
IBD, foram identificados neste estudo usando-se anticorpos monoclonais. Estes anticopos
monoclonais poderdo ser usados no desenvolvimento de testes mais sensiveis nos estudos
epidemioldgicos do virus da IBD ou podem ser usados na identificacdo de proteinas
relevantes.

Deve-se ter em conta que a especificidade dos AcM € dada por sua capacidade de
reconhecer determinados epitopos dentro da proteina, é se esperar que nos casos de reacao
cruzada ndo mantém a mesma intensidade e depende da quantidade ou expressdo destes.

Estes AcM serdo muito Gteis no diagnostico, como € observado na imunofluorescéncia.
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5. CONCLUSOES

A imunizacdo dos camundongos com o virus purificado permitiu a obtencdo de
anticorpos policlonais capazes de detectar a proteina viral nos ensaios do tipo ELISA.
O uso de saponina como adjuvante na imunizacdo dos camundongos contra o virus da
IBD estimulou a producéo de altos titulos de anticorpos policlonais no soro.

Na fusdo de células de mieloma SP2/0 com células esplénicas de camundongos
imunizados, obteve-se dois pogos contendo hibridomas secretores de anticorpos
policlonais que reconhecem o IBDV por ELISA.

Nas clonagens por diluigdo limitante foram obtidos trés clones secretores de anticorpos
monoclonais, 0s quais se identificaram positivos em RIFI na diluicdo de 1:160 até
1:320, além disso os clones reagiram no western blotting contra as proteinas virais de
pesos moleculares 47 kDa (VPX) e 41 kDa (VP2).

40



6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho demonstrou que a técnica dos anticorpos monoclonais pode ser
desenvolvida contra o virus da IBD e estabelecidas as condi¢fes de clonagem e
preservacdo dos hibridomas ao nivel de Brasil, nos laboratérios do DVT e do
BIOAGRO, na UFV.

A definicdo dos isétipos e atividade neutralizante dos AcM obtidos pode ser objeto
de investigacOes futuras, de modo a permitir a utilizacdo dos anticorpos em ensaios
imunoenzimaticos de deteccdo ou/captura de antigenos presentes, em amostras do
virus da IBD isoladas de casos clinicos.

Podem ser propostos 0s seguintes estudos empregando o0s AcM;.
imunohistoquimica para diagnostico “in situ” da infec¢do por virus IBD; estudo de
amostras em surtos de doenga quanto ao tropismo tecidual e persisténcia viral; e
avaliacdo da situacdo atual do IBDV no campo, comparando a ocorréncia de
episddios clinicos atuais com a doenca e em anos anteriores.

Os AcM reconheceram sitos de infecgéo bursal por RIFI.
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8. APENDICE

8.1 Cultivo Celular

Meio DMEM Sigma®

DMEM 1 frasco
Glicose 49
Acido Félico 0,006 g
L-Arginina 0,116 ¢
L-asparagina 0,036 g
HEPES 2,383 ¢
NaHCO; 29
Agua MilliQ g.s.p 1000mL

pH 7,2, conservar a 4°C até por 6 meses, conservando as caracteristicas fisicas do meio
como a cor, vedar com parafilme aliqiotar em garrafas de vidro estéril 90 mL.

8.2 Purificacdo do Virus

Tampéo Tris-HCI 0,1M (pH 7,4)

Tris HCI 3,152 g
Agua MilliQ g.s.p 100 mL
Tampédo NET

NaCl 58549
EDTA 0,292 g
Tris HCI 0,261¢g
Tris Base 1,010 ¢
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL
Sacarose 30%

Sacarose 304¢g
Agua destilada q.s.p. 100 mL

Todos os reagentes a 40C, em frasco estéril.
8.3 Dosagem de proteina viral
Acido Bicinconinico

Reagente A (pH 11,25):
Acido bicinconinico Sigma®1 g

NaZCO:J, X H,O 2 g
Tartarato de sodiox 2 H,O 0,16 g
NaOH 0449
NaHCO; 0,95¢
Agua MilliQ g.s.p. 100 mL

o1



Reagente B:
C':U SO4 X5 Hzo
Agua MilliQ

49
100 mL

Reagente A e B a temperatura ambiente.

8.4 ELISA indireto

Tampéao Carbonato-Bicarbonato (pH 9,6):

Na,COs3
NaHCOs3
Agua MilliQ g.s.p.

0,159 ¢
0,293 g
100 mL

Tampéo Fosfato (PBS- pH 7,6):

NaCl.

KH,POy,.
Na,HPO,4 x 2H,0
Agua MilliQ g.s.p

8549
0,48 ¢
10,74 g
1000 mL

Tampéo de Lavagem pH 7,2:

NaCl
Tween 20
Agua MilliQ g.s.p.

Tampaéo de Incubacéo:

PBS pH 7,6

Caseina 2% em PBS

Tween 20

Substrato:
Solucéo A:
NaHPO4

Acido Citrico
Agua MilliQ g.s.p.
Solucéo B:

OPD Sigma, EUA
Solucédo A

H,0, 30V

9
0,5mL
1000 mL

200 mL
05¢
50 pL

7,199
519¢
1000 mL

4mg
20 mL
2,5 uL

Preparar na hora de utilizar, OPD sensivel a luz.

8.5. Producéao de Plasmocitomas

Meio RPMI-1640 incompleto

Hepes
Piruvato de Sadio
D-glucose

Bicarbonato de Sédio

RPMI 1640 com
L-glutamina

2449
0,11g¢g
45¢
159

10,43 g (frasco)
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Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL

Meio RPMI completo
Meio RPMI incompleto 90mL

Soro fetal bovino 10mL
Gentamicina imL
Anfotericina imL

SFB, Gentamicina e Anfotericina aliquotar e conservar -20°C, quando completado o meio
a 4°C.

Meio RPMI completo com HAT

Meio RPMI completo 100 mL
Meio suplemento HAT
(Sigma, EUA) 2 mL

HAT aliquotar e conservar a -200C, e em frasco &mbar, a aminopteridina é sensivel a luz.
Quando misturado ao meio conservar a 4°C em frasco ambar.

Meio RPMI completo com HAT

Meio RPMI completo 100 mL
Meio suplemento HT
(Sigma, EUA) 2 mL

HT aliquotar e conservar a -200C. Quando misturado ao meio conservar a 4°c.

8.6 Preparo de macrofagos peritoneais
Solucgéo de Dextrose 10%:

Dextrose 50

DMEM 50 mL

8.7 Coleta de linfocitos

Solucéo de Lise de Heméceas:

NH4CI 8,29 g
KHCO3 1g
EDTA 0,0372 g
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL

8.8 Imunofluorescéncia
Tampéo PBS pH 7,4

NaCl 7,29
Na,HPO, 1,48 g
NaH2PO4 0,43¢9
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL

53



8.9 Eletroforese
Tampéo de corrida

Tris 6,06 g
Glicina 28,8 ¢
SDS 29
Agua MilliQ g.s.p. 2000 mL
Tampéao de amostra

SDS 0,23 ¢
Tampéo do gel de

concentragéo 1,25 mL
Glicerol 2 mL

2 mercaptoetanol 0,5mL
Azul de bromofenol 400 pL
Agua MilliQ g.s.p. 10 mL
Tampéo do gel de concentracdo pH 6,8
Tris 12,10 ¢
SDS 0,80¢
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

Acertar o pH para 6,8 com HCI 5N

Tampao do gel de resolucéo pH 8,8

Tris 36,339
SDS 0,80 g
Agua MilliQ g.s.p. 100 mL

Acertar o pH para 8,8 com HCI 5N

Solucéo estoque de acrilamida

Acrilamida 309
Bis-acrilamida 08¢
Agua MilliQ g.s.p. 100 mL

Gel de acrilamida 12%
Sol. estogue de acrilamida 12 mL
Tampéo do gel de resolugdo 3,75 mL

SDS 10% 300 pL
Agua MilliQ g.s.p. 13,28 mL
Persufalto de aménio 10% 150 pL
TEMED 15 pL

Gel de concentragdo
Sol. estoque de acrilamida 1,6 mL
T. do gel de concentragédo 1,25 mL

SDS 10% 100 pL
Agua MilliQ g.s.p. 7,34 mL
Persufalto de aménio 10% 300 pL
TEMED 10 pL
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Solucéo corante azul de Coomasie

Coomasie blue G-250 19
Acido perclorico 70% 99 mL
Solucao fixadora e descorante
Metanol 100 mL
Acido acético 70 mL
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL

8.10. Western blotting

Tris glicina, buffer metanol

25 mM tris 3,0275 ¢
192mM glicina 14,42 g
20% metanol 200 ml
H>0O dd gsp. 1000 ml
PBS pH 7,6 10X

KH2POy4 4,89
NaCl 85¢
NapoHPO4 85,79
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL

Substrato para peroxidase
DAB (diaminobenzidina) 10 mg

TRIS 50mM pH=7,6 10 mL
Cloreto de niquel 0,3% 1mL
HzOz 30% 10 mL
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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