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RESUMO

MARIN, Sandra Yuliet Gomez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril de 2007.
Producdo de clones secretores de antipms (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 doenga infecciosa bursal (IBDV) ¢ o agente etiologico de uma das mais
importantes doencas para a inddstria avicola mundial, e se caracteriza por ser altamente
contagioso e produzir um estado de imunodepressao nas aves, trazendo falhas na vacinagdo
e susceptibilidade a outras doencas, o que resulta em perdas econdmicas ao setor avicola.
O Brasil ¢ o maior exportador de frango de corte do mundo o que motiva ao setor de
sanidade avicola a oferecer alternativas de diagnostico confiaveis, e rapidas, com
tecnologia nacional. Por este motivo, a proposta do presente trabalho foi a produgdo de
anticorpos monoclonais (AcM) de alta afinidade contra o virus da doenca infecciosa bursal
(IBD), para uma possivel utilizagdo futura em testes de imunodiagnéstico do tipo
imunofluorescéncia, imunohistoquimica ou ELISA de captura. Para a produ¢ao dos AcM
se usou virus inteiro proveniente de uma vacina comercial, estirpe intermediaria (Bur-706)
o qual se multiplico em células VERO e foi purificado por ultracentrifuga¢do em gradiente
de sacarose, foi utilizado para a imunizacdo dos camundongos BALB/c, usando como
adjuvante saponina, o que permitiu a obtengao 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 obtencdo de 2 familias de hibridomas (2H11 e 5C7) secretores
de anticorpos. Apos clonagem por dilui¢do limitante, foram obtidos 3 clones secretores de
AcM da classe IgG. 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 definicao
dos isétipos reconhecidos pelos AcM obtidos devem ser objeto de investigacdes futuras,
de modo a permitir a utilizacdo dos anticorpos em ensaios imunoenzimaticos para estudos

epidemioldgicos da doencga 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 secretingpf antibodies (IgG) againstinfectious 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 (MAbs) 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 produ¢do mundial
e nacional de carne para a alimentacdo humana, por isso, devido a continua pressdao por
resultados mais econdmicos ¢ & maior produ¢do em menor espago € tempo, na procura da
maxima produtividade para atender a demanda, o nicho ecologico das aves tem sido
alterado. Essa altera¢do tem propiciado o aparecimento de diversos problemas sanitarios,
antes ndo enfrentados com tanta freqliéncia. Muitos agentes tém sido estudados e descritos
como determinantes de importantes infec¢cdes em plantéis avicolas, que frequentemente
geram perdas econOmicas. Dentre essas infecgdes, a doenca infecciosa bursal (IBD),
atualmente, representa um dos principais problemas sanitdrios em virtude de sua alta
contagiosidade e por seu carater imunodepressor. Estes fatores influem negativamente no
rendimento econdomico 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 doenga ocorre somente em galinhas
e apenas o sorotipo 1 ¢ patogénico (NAGARAJAN & KIBENGE, 1997; SAIF, 1999;
JUNGMAN et al, 2001; MONTASSIER, 2001; MULLER et al, 2003).

Os métodos imunoldgicos para diagndstico da IBD sdo atualmente mais utilizados
do que o isolamento e identificacdo viral, por serem mais rdpidos na obtencdo dos
resultados e pela simplicidade de sua execugdo, possibilitando analise de um maior nimero
de amostras em menor tempo € com menores custos. A monitoria sorologica pressupde
avaliar a eficiéncia dos programas vacinais, como a vacina utilizada ¢ o manejo de
vacinacao, além de auxiliar no diagnostico e tracar um perfil imunologico dos plantéis (DI

FABIO, 2001).



O teste ELISA tem sido largamente utilizado no diagnostico de infecgdes em
Medicina Veterinaria (WRIGHT et al, 1993), por ser rapido 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 ¢ a producao de anticorpos monoclonais de alta afinidade
contra o virus da IBD, para uma possivel utilizacdo futura em testes de imunodiagnosticos
do tipo imunofluorescéncia, imunohistoquimica ou ELISA de captura, para estudo de
amostras suspeitas, deteccdo e diferenciagdo do virus vacinal e de campo para um melhor

monitoramento dos plantéis com relagdo a essa doenga.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico da doencanfecciosa bursal (IBD)

A IBD foi descrita pela primeira vez por Cosgrove, em 1962, e foi denominada de
Doenga de Gumboro (COSGROVE, 1962). Subsequentemente, Hitchner (1970) propds o
termo Doenca Infecciosa Bursal, j4 que a infeccao causava lesdes 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 nao imunes também pode ser refrataria a doenga clinica durante os
primeiros 21 dias.

Giambrone et al (1976) estudaram o efeito inicial da exposi¢do natural ao virus da
IBD na resposta imune aos virus da doenga de Marek e ao virus da doenga de Newcastle.
Encontraram que as aves tiveram a resposta imune deprimida quando vacinas contra essas
doengas 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 nao houve manifestacao 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 padrao (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 intermediarias fossem administradas. Esses autores demonstraram que essas
variantes tinham apenas de 10 a 20% de relagdo com as estirpes padrdes do virus da IBD.

Durante os primeiros anos da identificacdo do agente da IBD, vérios trabalhos
foram relatados sobre a caracterizagao bioquimica do virus, demonstrando a sua resisténcia
as condigdes 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 ragdo e fomites na transmissao da doenga. 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 ¢ morfoldgicos
foi possivel classificd-lo em uma nova categoria taxonOmica 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 os
virus foram designados sorotipo 1 ¢ 2 (JACKWOOD et al, 1982). Estudos posteriores
indicaram forte relagdo entre os isolados da Europa e da América do Norte e entdo, foi
proposta para todas as amostras a designagdo de sorotipo 1 ¢ 2 (MCNULTY et al., 1979).
Os dois sorotipos sdo diferenciados nos testes de virus-neutralizagdo (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 Franga, Africa do Sul e Isracl. 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 década de 90, a doenca era predominantemente subclinica
e as vacinas comerciais conferiam protecdo satisfatoria (LEFFER, 2004). Desde 1997,
surtos da doenca provocados por una estirpe muito virulenta de alta patogenicidade
similares as estirpes virulentas européias, 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 esforcos foram feitos por varios

pesquisadores entre eles Moulthrop (1970), Edgar ¢ Cho (1976) e Winterfiel (1978) em



trabalhos independentes para a producdo de vacinas comerciais, que sao 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 primarios, primeiro em co-cultivo de células renais e da bursa, e
finalmente foi relatada a primeira propagac¢do 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 ¢ mediada principalmente por anticorpos e pela
imunidade passiva transferida aos pintos pelos anticorpos através do saco vitelino
(LUKERT & SAIF, 1991). As aves reprodutoras sdo geralmente vacinadas com vacinas
vivas e inativadas para garantir altos niveis de anticorpos passivos a progénie, de forma
que a imunizagdo 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 presenga 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. AIBD

A Doenga Infecciosa Bursal (IBD) ¢ uma enfermidade altamente contagiosa que,
dependendo de varios fatores, pode provocar imunodepressdo nas aves, ¢ favorecer o
aparecimento de infec¢des secundarias responsaveis por inimeros 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 producao de ovos do que aquelas destinadas a producdo de carne. A doencga constitui um
dos mais sérios problemas avicolas em todo o mundo (SANTOS et al, 2005).

O virus da IBD é um membro da familia Birnaviridag, do género Avibirnavirus O
genoma viral é constituido por dois segmentos de “RNA” de cadeia dupla. A estrutura do

virus € 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 sio 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
¢ 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 os principais epitopos neutralizantes desse virus
(tabela 1), sendo que VP2 expressa os epitopos sorotipo especifico, enquanto VP3
apresenta epitopos grupo especifico. As estirpes ou isolados de cada sorotipo sao
resultantes de mutag¢do 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). Modificagdes genéticas e da regulacdo protéica e/ou as
seqliéncias, 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 Funcéo e caracteristicas
Proteina com atividade de polimerase, responsavel pela
VP1 replicagdo e transcri¢ao do virus.

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

Estrutura do virus, antigeno grupo especifico.

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

Tabela 1. Principais proteinas virais sua funcdo e caracteristicas.



Existem dois sorotipos virais (1 e 2), sendo que somente o sorotipo 1 ¢ 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 imunodepressdao mais precoce nos pintinhos e infec¢ao subclinica,
predispondo as aves afetadas a um conjunto significativo de infec¢des secundarias,
deficientes respostas imunes as vacinagdes e, conseqiientemente, 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 soroneutralizagdo (JACKWOOD & SAIF, 1987). Essa
variacdo antigénica encontrada pode causar falha nos programas de vacinagao,
principalmente quando a estrutura antigénica da cepa de campo ¢ muito distinta da cepa
vacinal (VAN DEN BERG, 2000). Em concordancia com essa afirmagdo, Lunge et al.
(1997), relataram a existéncia de novos genotipos do virus da IBD no Brasil, portanto
distintos das estirpes vacinais. Na opinido desses autores, esse fato pode ser uma das
explicagdes para a eventual ineficiéncia dos programas de vacinagdo. FEles 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 macrofagos do tecido
linfoide associado ao intestino (KIBENGE et al, 1988; VAN DEN BERG, 2000) ¢ atinge
a bursa, via corrente sanguinea, onde ocorre sua replicagdo. Apds isso, atinge os O0rgaos
linfoides pelos linfoécitos T. A infec¢do pelo virus da IBD tem efeitos dramaticos sobre a
populagdo dos linfocitos B e a gravidade desta lesdo ¢ inversamente proporcional a idade.
A deplegdo linfoide no inicio da vida, durante a maturacdo do sistema imune, gera
supressdo de competéncias do sistema imune humoral (MARTINS et al, 2005). Os
monocitos e macrofagos podem ser infectados de forma persistente, tendo um papel crucial
na disseminagio do virus e no aparecimento dos sinais da doengca (MULLER et al, 2003;
KHATRI & SHARMA, 2006).

A disseminagdo do virus para o ambiente da-se pelas fezes de aves contaminadas,
além de 4gua, ar, ragdo, equipamentos e insetos. A transmissdo ¢ horizontal ¢ a
contaminagdo ocorre pelas vias aéreas, digestiva e ocular. O virus da IBD ¢ bastante
resistente as condi¢cdes do meio ambiente, podendo resistir por algumas horas a
temperatura de 56°C e, também, a substincias quimicas, como derivados do fenol e

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



instalacdes avicolas, mesmo apos a desinfeccao (GARDIN, 2000; MONTASSIER, 2001;
TREVISOLI, 2001).

Os sinais clinicos da doenga ¢ as lesdes 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 linféide bursal. Devido a lesdo no sistema imunoldgico
provocada por este virus, a resisténcia dos plantéis afetados a outros patdogenos e também a
resposta a vacinagdo sdo prejudicadas (IKUTA, 2001; PAULILLO, 2004a; PEREIRA,
2004). Nesta forma, as manifestagdes clinicas consistem em redu¢dao 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 incubag¢do é muito curto e os sinais
clinicos sdo percebidos entre 2 e 3 dias apds a exposicao ao virus. Dentre estes sinais, sao
encontrados: penas ericadas, prostracao/letargia, tremores, anorexia, desidratagcdo, 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 ¢ 60% (SHARMA et al, 2000; RUOCCO, 2001).

As lesdes de necropsia caracterizam-se por hemorragias no tecido subcutaneo, na
musculatura do peito e coxa e na por¢do glandular do proventriculo; os musculos podem se
apresentar escurecidos (sinal de desidratacdo); a bolsa de Fabricio mostra-se edemaciada,
recoberta por um transudado gelatinoso e com as pregas espessadas; os rins estdo palidos e
os ureteres se encontram dilatados e com presenga de uratos; os intestinos mostram-se com
a mucosa espessa e com excesso de muco; o baco estd 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 ¢ realizado por meio de medidas de biosseguridade (educagao
em saude, desinfeccdo dos galpdes, controle do transito de animais, pessoas e veiculos) e
programas de vacinagdo (SIMON & ISHIZUKA, 2000; TREVIZOLI, 2001; SILVA,
2001).

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

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



embrionados via membrana coério-alantoide (MCA), com 10 a 11 dias de incubacao,
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 ¢ o processo de adaptagdo requer varias passagens (SAIF, 1998;
MARINHO et al, 2003) ou em MCA ou em saco da gema de ovos embrionados
(HITCHNER, 1970). J4 a deteccdo de anticorpos para o virus da IBD pode ser feita por
virus neutralizagdo, ELISA e testes de precipitacdo em gel de dgar (SIMON & ISHIZUKA,
2000).

Stewart-Brown (1997) fazem referéncia aos diferentes métodos utilizados para a
caracterizacdo ¢ comparacao do virus da IBD encontrado no campo. A maioria desses
métodos inclui neutralizacdo cruzada, andlise molecular e anticorpos monoclonais, sendo
uteis para o seguimento epidemiologico 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 unico clone de linfécito B contra um
unico determinante antigénico da molécula de antigeno (ABBAS et al, 2005).

Koéhler e Milstein (1975) foram os primeiros a demonstrar que linfocitos 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 populacido de
células idénticas, chamadas clones, que produzem um ftnico tipo de anticorpo, os
anticorpos monoclonais.

O processo de producdo dos anticorpos monoclonais inicia-se com a escolha dos
animais a serem utilizados na imunizagdo. Na pratica, a maioria dos roedores (ratos,
camundongos) podem ser usados no processo, porém os camundongos BALB/c t€ém sido
os animais de eleicdo para receberem as imunizagdes, 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 imunizagdo estdo baseados nos conhecimentos da resposta
humoral in vivo. Sabe-se que, apds a primeira imunizagdo, 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. Apds um segundo desafio



com o mesmo imunodgeno, a resposta imune humoral € rapida, maior, mais duradoura que a
primeira, e os anticorpos predominantes sdo da classe IgG. 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 inoculacdo 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 remog¢ao do bago.

O bago do animal imunizado ¢ removido e fusionado com células de mieloma.
Virias células de mieloma foram adaptadas, sendo originarias principalmente de
camundongos, mas também de ratos, coelhos € 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).

Apo6s a fusdo das células do bago de camundongo imunizado com as células de
mieloma da linhagem SP,0, através do agente polietilenoglicol (PEG), varias combinagdes
de células fusionadas sdo formadas, como células mieloma — células mieloma, células
esplénicas — células esplénicas e células mieloma — células esplénicas, sendo esta ultima a
necessaria para a continuidade do trabalho. Para esse hibrido (célula esplénicas — células
de mieloma) ter um crescimento 6timo 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 ¢ bloqueada e constitui
parte da via recuperagdo para a sintese de acidos nucléicos (ABBAS et al, 2005; LITTLE
et al, 2000). A enzima HGPRTase transfere o fosforibosil (acido fosforico e ribose) da
hipoxantina para a guanina, permitindo o aproveitamento de bases prontas (via de
recuperagdao). O meio HAT contém aminopterina que bloqueia a via de recuperagdo 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 condigdes. Por outro lado, as células de mieloma
tém um crescimento ilimitado em meio de cultura, e para a sua eliminacdo 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 acidos 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 vdrias etapas, em
que esta envolvida a transferéncia de grupos metil e formil de tetrahidrofolato ativado.
Drogas como a aminopterina, que ¢ um antagonista de acido fo6lico, 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 o0 DNA, e a aminopterina bloqueia a sintese de DNA na

via “de novo” (Figura 1).

VIA DE NOVO VIA DE
RECUPERACAO
Fosforibosil pirofosfato Timidina Hipoxantina
+
Uridilato v v
v TK HGPRT 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 novoe via de recuperagao.

As células normais tratadas com aminopterina podem usar a via de recuperagao
onde a purina ¢ sintetizada a partir de suplementagdo exogena 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 ndo

podem usar a via recuperacao € 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
provém da célula normal. Esse ¢ o principio aplicado para a geracdo de hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais (HARLOW & LANE, 1988; MORALES, 1993).

Apo6s 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 sdo selecionadas através de testes diagnosticos e
posteriormente clonadas e propagadas em meio de cultura ou mesmo em camundongos
BALB/c, onde poderdo crescer no liquido ascitico como um tumor so6lido (MORALES,
1993; LEENAARS & HENDRIKSEN, 2005).

Os anticorpos monoclonais tém sido amplamente empregados na detec¢do e
caracterizagdo imunoquimica de diversos componentes celulares, em testes
imunodiagnosticos 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 linfécitos. Com a ajuda
desse tipo de reagente, foi possivel caracterizar fenotipicamente as diferentes
subpopulagdes de linfocitos 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, ¢ 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, além de causar
desconforto e, a seguir, a morte do animal utilizado, sendo pelas ultimas razdes 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 avango na produgdo de anticorpos monoclonais para fins
terap€uticos ¢ através da engenharia genética, que utiliza o mecanismo bioldgico da planta
para produ¢do de fairmacos recombinantes, ou seja, um gene ¢ introduzido a um vegetal,
fazendo com que este produza as proteinas de interesse necessarias para a formagao de um
determinado anticorpo. As vantagens deste meio de producdo sdo facilidade para a
produgio industrial, disponibilidade e inocuidade do produto final (AVENDANO, 2006).

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

A etapa de selecao 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
problemadticas, por quanto o teste diagnostico a ser utilizado para a sele¢cdo 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 espago
(placas de 96 orificios), se o teste demorar mais de 24 horas para ser realizado, corre-se o
risco de populacdes de células especificas morrerem (LIDDELL & CRYER, 1991).

Muitos testes diagnosticos (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 é o método de dilui¢ao
sucessiva. Este método baseia-se em dilui¢des seriadas realizadas nas placas, de modo que
o ultimo orificio fique com apenas uma célula. Apods a clonagem e a identificacao 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
obtencdo 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 explicacdo para tal fato.

A célula hibrida formada retém a propriedade de secretar o mesmo anticorpo que o
linfocito 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. Apos 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
diagndstico, 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
quantidades 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 amodnio os subprodutos do
metabolismo que inibem o crescimento celular. O 4cido lactico e 0 amonio sao 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 ¢ B69, mostraram-se
capazes de neutralizar altos titulos do IBDV no teste de virus-neutralizagdo, o AcM R63
neutralizou seis estirpes do sorotipo 1 ¢ uma cepa do sorotipo 2 indicando a existéncia de
antigenos conservados em VP2.

Fahey et al (1991), produziram seis AcM neutralizantes contra o IBDV, os quais
reconheceram dois epitopos independentes topologicamente. Dois desses anticorpos
neutralizaram uma cepa variante que nao 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 ¢ o 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 diagndstico e monitoramento da IBD e outras infec¢des, indicam
serem estes, instrumentos especificos de identificacao de antigenos, demonstrando o seu alto
potencial, como reagentes biologicos no estudo das relagdes parasita-hospedeiro.

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

area de conhecimento.

2.4. ELISA

E uma técnica imunoenzimatica descrita pela primeira vez por Engvall ¢ Perlman,
(1972). Desde entao, ¢ amplamente utilizada em rotinas de laboratérios de diagnostico
(LIMA, 1998; ROCHA, 2000). O teste de ELISA baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo,
sendo utilizados como suporte placas de poliestireno. Essa reagdo ¢ 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
espectrofotometro.

O principio basico da técnica consiste na reagdo de soros-testes com o antigeno, que
esta aderido a superficie dos pogos de microplacas previamente sensibilizados. O anticorpo
ligado ¢ demonstrado pela adicdo de anti-imunoglobulina, marcada com enzima, seguida
por ensaio da reagdo da enzima (conjugado) com seu substrato, resultando em formagado 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 espectrofotometro (OLIVEIRA, 2004).

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

imunoenzimatico ¢ o teste sorolégico 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
rapido 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 informagao para o desenvolvimento de programas de
imunizagdo 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 Veterindria Preventiva do Departamento de
Veterinaria (DVT) e Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores do
BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria), da Universidade Federal
de Vigosa (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 solugao salina estéril.

3.3. Multiplicacédo 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 antimicético (anfotericina B, CULTILAB) pH 7,2.

Para o cultivo, foram utilizadas garrafas de poliestireno, com 75 c¢m” (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 infeccdo das células foi realizada utilizando-se uma estirpe vacinal do IBDV. O
volume de 0,2 mL desta solu¢do foi inoculado em garrafas de cultivo celular, contendo
monocamada de células, com 70 a 80% de confluéncia (apdés 24 horas de incubacdo
aproximadamente). ApOs a inoculagdo, as garrafas foram incubadas por 1 hora, a 37°C e
levemente movimentadas a cada 15 minutos, para maior adsor¢ao do virus. Decorrido o
tempo, o volume foi completado para 3 mL, com meio de manutengdo (DMEM com 5% de
soro fetal bovino, antibidtico e antimicotico). As garrafas foram colocadas sob incubagdo a
37°C e diariamente foram monitoradas (visualizagdo em microscépio invertido, Olympus
IMT2, Japdo) para verificacdo de 70 a 80% de efeito citopatico (ECP). Este efeito
geralmente se da entre 72 e 96 horas apds 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 o meio de manutencao. Apos a completa destruicao da monocamada
celular (aproximadamente 24 horas) o contetido 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. Mensuracao da patogenicidadeiral em cultivo celular.

Para o estudo de comparacdo da patogenicidade viral em cultivo celular foi
utilizada placa de 96 pogos. Em todos os pogos a serem testados, foram adicionados 50 pL.
do inoculo viral teste e a partir dai foram feitas diluicdes seriadas de cada uma das
amostras virais, comecando na dilui¢do 1:2 e terminando com a dilui¢ao 1:2048. Em
seguida foram adicionados 50 pL de suspensao 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 microscopio Optico invertido

(Olympus IMT2, Japao).

3.5. Purificacéo do virus
A purificagdo do antigeno foi realizada por ultracentrifugacdo em gradiente de
sacarose, de acordo com a técnica descrita por Collins e Gough (1988), Lima (1998) ¢

Barros (2001).
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A suspensao 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 tampao 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 fragdo translicida que dividia as
duas concentragdes de sacarose foi coletada, colocada em tubos de centrifuga e
ressuspendida em tampao Tris-HCl (0,1 M; pH 7,4). A suspensdo foi novamente
centrifugada, a 16000 g, por 60 minutos, a 4°C. Apds este procedimento, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento, correspondente ao concentrado viral, aliquotado em
criotubos, apds ressuspensdo em 1 mL de tampao Tris-HCl (0,1 M; pH 7.4), sendo

armazenados em nitrogénio liquido até o momento do uso.

3.6. Dosagem de proteina

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

reagente B), preparada no momento do uso.

Em tubos de vidro de 15 mL foram adicionados 2 mL de solugdo de trabalho mais
100 pL das solugdes a serem dosadas. Primeiramente, foi realizada a constru¢do da curva-
padrao 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 pg/mL. Utilizou-se um
tubo como “branco”, contendo 2 mL de solugdo de trabalho mais 100 pL de 4gua 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 constru¢do da curva foi realizada a dosagem da amostra (virus

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

19



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 Satde da Universidade Federal de Vigosa. Machos e fémeas
foram mantidos em gaiolas separadas, forradas com maravalha, trocada 3 vezes por
semana, apoOs higieniza¢do das gaiolas. Além disso, foi fornecida agua filtrada, trocada
todos os dias ap6s lavagem dos bebedouros, e ragdo comercial peletizada, padronizada para
animais de laboratorio, ambos ad libittum As condigoes 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 perfuragdo do plexo orbital, o tubo era
preenchido com sangue, por capilaridade. O soro foi obtido centrifugando-se os capilares

em centrifuga para microhematécrito e armazenado para testes de ELISA para o IBDV.

3.9. Imunizacdo dos camundongos

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

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

A tltima imunizacdao foi realizada quatro dias antes da coleta dos bagos, sem

adjuvante, utilizando-se as vias venosa e intraperitoneal.

3.10. ELISA para avaliacdo do soro dos camundongos
Para avaliagdao 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
concentragoes e dilui¢cdes Otimas, para a experimentagdo futura.

Microplacas de polivinil contendo 96 pocos (Hemobag, Brasil), com capacidade
para 200 pL cada, foram sensibilizadas com 1 pg de antigeno purificado, diluido em 100
uL de tampio carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6). A placa foi incubada a 4°C, por uma
noite. Apds o periodo de adsor¢do, a placa foi lavada trés vezes, utilizando-se tampao de
lavagem (pH 7,2). Em seguida foram adicionados, em cada pocinho, 100 pL de caseina
hidrolisada a 2% em tampao 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 pL de soros negativos e positivos,
diluidos em tampado de incubagdo. A placa foi incubada por 2 horas e posteriormente
lavada com tampao de lavagem (pH 7,2). Foram adicionados 100 pL do conjugado (IgG de
cabra anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase, Sigma®, EUA) diluido em
tampao de incubagdo (1:30000) nos orificios da microplaca. A placa foi incubada por mais
2 horas e, em seguida, lavada. Apds a lavagem, foram adicionados, em cada orificio, 100
uL de substrato (o-phenylenediamine - OPD Sigma®, EUA). A placa foi entdo incubada
por 40 minutos em camara escura, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 30 pL de acido sulfirico 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. Producao de Plasmocitomas

Na producao dos plasmocitomas foram utilizadas células de mieloma da série
plasmocitaria ndo secretoras de imunoglobulinas (SP,/O) (SHULMAN et al, 1978),
gentilmente cedidas pelo Laboratdrio de Biologia e Controle de Hematozodarios 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,

ap6s este tempo as células 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 numero suficiente de células para a realizagdo
do processo de fusdo, que ¢ 250.000 células/mL, em aproximadamente, duas semanas. A

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

3.12. Preparo de macréfagos peritoneais

Células normais da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, foram
assepticamente obtidas para o preparo do feeder-layerde macrofagos. Para a coleta das
células peritoneais, os camundongos foram anestesiados com éter etilico e foram sacrificados
por estiramento cervical e posteriormente mergulhados em uma solucao de alcool a 70%
(v:v) durante 3 minutos, para desinfeccao. Os animais foram fixados em prancha de isopor,
dentro de capela de fluxo, previamente descontaminada, e a pele do abddmen foi rebatida,
com auxilio de pinga e tesoura estéreis. Depois de rebatida a pele, foi injetado, na cavidade
peritoneal, 5 mL de dextrose 10% RPMI 1640 gelada. O abdomen do animal foi
massageado com a ponta dos dedos por aproximadamente 4 minutos e, apds esse tempo, o
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 o sobrenadante ao final do processo. O pellet formado, correspondente aos macrofagos,
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 vidveis utilizando-se de Camara de
Neubauer. Centrifugou-se a suspensao 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 suspensdo celular e misturou-se
com 100 pL de Azul de Tripan (fator de dilui¢do 2), deixou-se a temperatura ambiente por
alguns minutos, colocando-se a mistura na Camara de Neubauer e procedendo a contagem

COmo seguc:
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Meédia das células contadas (X) = ntimero de células/ nimero de quadrados.

Células por mL = X x 10 x fator de diluigdo

3.14. Coleta de linfocitos para fuséao

Os camundongos foram anestesiados em camara de éter, por aproximadamente 3
minutos. Decorrido o tempo foram sacrificados por distensdo 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 abdomen foi rebatida, com auxilio de pinga 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 € uma malha de
metal. O bago 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 novamente
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 solu¢do de lise de hemacias. 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). Nao foi necessario contar os linfocitos do bago, pois estima-se

haver 10® linfécitos por baco de camundongo (SHULMAN et al, 1978).

3.15. Fusao

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 centrifugagdes, a 400 g por 5 minutos,
descartando-se o 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 (linfocitos + mielomas) em uma proporcio de 10° células de
bago para 107 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 ImL 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 ¢ 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,. Apdés e cada 48 horas foram realimentados os clones com RPMI-1640
complementado com HAT e apds 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 sé
entdo fosse coletado o sobrenadante. Foi retira o 50% do sobrenadante dos orificios com
cuidado de ndo pegar os hibridomas e foi armazenado a -20°C até a realizagdo dos testes

ELISA para detecgdo dos anticorpos contra o virus da IBD.

3.17. ELISA para avaliagcao do sobrenadante
O teste ELISA realizado para avaliagdo do sobrenadantes ¢ o mesmo para avaliagao

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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Apo6s a contagem, fez-se dilui¢ao limitante, de modo que durante a distribui¢do 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 colonia e
permaneceram positivas no ELISA foram expandidas em placas de 24 orificios e garrafas
de 75 cm” para obtengdo 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 prodotas de anticorpos monoclonais

As células dos diferentes clones foram congeladas, quando apresentavam
crescimento satisfatorio e alta viabilidade. As células foram adicionadas a solugdo 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 overnighte

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

secretores de anticorpos (IgG).
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3.20. Reacdao de imunofluore€ncia indireta (RIFI)

Fragmentos da bolsa de Fabricio fixados em formol de episddios naturais de IBD
foram desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina e sumetidas a reacao
de imunofluorescéncia utilizando a técnica descrita por Oviedo (2001). Foram obtidas
seccoes histoldgicas de 4um e aderidas a ldmina de vidro com cola comum e deixadas por
24 horas em estufa a 37°C e apds este tempo foram desparafinizadas. Os cortes
histologicos foram desparafinados em xilol, duas passagens de 30 minutos cada, sendo
hidratados em solugdes alcoolicas decrescentes (100% I e 11, 90%, 80% e 70%) trocando-
se de solugdo a cada 5 minutos. Apos 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 74 e
incubaram-se em camara imida durante 45 minutos a temperatura ambiente. Apds
a incubacdo, enxugou-se o excesso de soro ¢ sem deixar secar o0s 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 camara imida 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. Apos incubacdo em cdmara Umida e escura,
durante 60 minutos a 37°C, os cortes foram lavados trés vezes, 5 minutos cada, com PBS
pH 7,4, apos lavagem as laminas foram seladas com laminula e solucao glicerina (1 parte
de PBS pH 8,0 e 9 partes de glicerina) e analisadas ao microscopio de fluorescéncia de luz

verde (Nicon Eclipse E-600).

3.21. Caracterizagao dos clones

3.21.1. SDS-PAGE

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

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

Em todas as eletroforeses, foram incluidos marcadores padrdes com os respectivos
pesos moleculares (Sigma, EUA): albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenase (36 Kda), anidrase carbonica (29 kDa),
tripsinogénio bovino (24 kDa), a lactoalbumina bovina (14,2 kDa).

3.21.2. Coloracao pelo azul de Coomasie G-250.

Ap6s eletroforese e rapida lavagem em dgua destilada, o gel foi transferido para
uma solugdo corante, contendo 0,25% de azul Comassie G-250 durante 30 minutos. Logo
apos, foi feita a descoloracdo, utilizando-se uma solu¢ao contendo metanol, 4cido acético e

agua destilada até se obter a diferenciacao 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 modificagdes.

Ao terminar a eletroforese, o gel foi lavado em agua destilada e mergulhado por 30
minutos em tampao de transferéncia. A membrana de nitrocelulose foi imersa em agua
deionizada durante cinco minutos e, posteriormente, incubada por 30 minutos em tampao
de transferéncia, juntamente com seis pedagos de papel de filtro Whatman3 mm, cortados
do tamanho do gel e espumas.

Realizou-se montagem seqiiencial sobre um suporte de acrilico na seguinte ordem:
uma espuma, trés pedacos de papel filtro, o gel, a membrana, os outros trés pedacos 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 tampao de transferéncia, de forma que a membrana ficasse
entre o gel e o catodo (polo 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. Apés a transferéncia, as membranas foram utilizadas na identificacao das proteinas
dos antigenos, reconhecidas pelos anticorpos monoclonais antivirus da IBD.

A membrana foi lavada em 4agua destilada e cortada em tiras de aproximadamente
0,5 cm de largura. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com tampao de bloqueio
durante 30 minutos. Apo6s 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-IgG de camundongo conjugada a peroxidase (Sigma,
EUA) na diluicdo de 1:2000 em PBS-Tween 80 a 0,05% e apds 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 4gua 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 ¢ 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. Apos a
terceira passagem observou-se o efeito citopatico. O efeito citopatico consiste em
destrui¢do da monocamada celular, onde podem ser observadas células com morfologia
arredondada com grande espaco entre elas, além de presenga de grande quantidade de
células mortas no sobrenadante do cultivo. Apos completa destrui¢do 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 diluicdes seriadas da amostra viral € na
ultima linhas se adicionaram células sem virus como controle negativo. O titulo obtido,

segundo 0 método de Reed e Muench (1938), foi de 1,4 x10° ou TCDI’’ del0’.

4.2 Purificagao do virus

Ap6s a multiplica¢do do virus coletou-se 500 mL de sobrenadante de células VERO
infectadas com o IBDV. Na purificagdo por gradiente de sacarose, obteve-se 3 mL de
concentrado viral, os quais foram aliqiiotados em criotubos e armazenados a -70°C,
retirando 100pL 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 imunizagdo, 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) ¢ 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 a esquerda.

30



4.4. Dosagem de proteinas

Primeiramente foi determinada a curva-padrdo, utilizando-se a soroalbumina

bovina (SAB) a 0,5%:
Concentracao
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(ng/mL)
Absorvancia | 0,289 | 0,768 | 0,956 | 1,366 | 1,414 | 1,672 | 1,745 | 1,927 | 2,172 | 1,906

Tabela 2. Relagao ug de Soro Albumina Bovina (BSA) bovina como padrio com

densidade optica determinada pelo método de acido biciconinico.

2,5

1,5

0,5

Y = 0,0019x + 0,4005

R = 0,9025

T

200

400

T

600

800

1000

1200

Grafico 1. Curva padrao para dosagem de proteina, usando Soro Albumina Bovina

(BSA).

Em seguida, foi realizada a dosagem de proteina do virus purificado, através de

leitura em espectrofotdometro (Smartspectm 3000, BIO-RAD, EUA) a 562 nm, obtendo-se

1623,22 pg/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. Imunizagao dos camundongos BALB/c

A partir dos soros obtidos com as sangrias que eram realizadas a cada duas semanas

apds imunizagdo, foram realizados testes ELISA indireto, para mensuragdo dos niveis de

anticorpos (Quadro 1).
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Semanas

Camundongo Numero

1 2 3 4 5 6 7 8
0 0,097 0,1 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. Médias de absorvancia Optica (492nm) obtidas no ELISA indireto. Os nlimeros

representam as médias de absorvancia nas semanas indicadas, sendo que para cada soro

foram feitas duas repetigdes. As inoculagdes foram feitas na semana 0, 3, 6, 9 e 4 dias

antes da fusao.
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Grafico 2. Médias de absorvancia optica (492nm) obtidas no ELISA indireto dos soros dos

camundongos testados por ELISA antes de serem imunizados; 2 semanas apos cada

imunizagao, os camundongos foram inoculados com intervalos de 3 semanas. Foram

feitas 4 inoculagdes nos camundongos e as setas no grafico indicam o dia da

imunizacdo, a 5 e ultima imuniza¢do quatro dias antes da fusdo.

Dos oito camundongos imunizados, todos desenvolveram resposta imune humoral,

sendo observado o maior titulo a partir da terceira inoculacdo (Grafico 2). O uso de
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saponina como adjuvante mostrou uma boa resposta humoral em termos de producao 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
o adjuvante saponina tem a habilidade de estimular a resposta mediada por células, assim
como de aumentar a produ¢ao de anticorpos. Quanto ao seu modo de agdo, Bar et al(1998)
citam que a saponina estimula a apresentacdo antigénica, a imunomodulacdo e a indu¢do
de resposta T citotoxica. Além disso, segundo Scott et al (1985) a saponina aumenta a

retengdo do antigeno no local da inoculagao (SALES — JUNIOR et al, 2005).

4.6. Fuséo e clonagem

Quinze dias apds a fusdo dos linfocitos com as células de mieloma Sp2/0O, os
sobrenadantes das culturas foram retirados (100uL) e a produg¢do 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 dptica.

Apbs 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 macréfagos.

A utilizagdo de macrdéfagos alimentadores durante o processo de cultivo dos
hibridos mostrou ser 1til 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 avaliacio dos niveis de anticorpos (Figura 4). Em relacdo a
reatividade dos anticorpos monoclonais pelo teste ELISA, foram observados diferentes
intensidades de absorvancia 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 Absorvancia (D.O.)

D8 0,617
F9 0,823
HS8 0,923

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

Clones positivos

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

clones D8, F9, H8 - ap6s clonagem, por dilui¢do limitante D.O. DS (0,617);
F9 (0,823); H8 (0,923).

4.8. Expansao dos hibridomas positbs 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 produgdo dos anticorpos. Foram

testados em ELISA e RIFI para verificar sua produgao.
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As principais dificuldades neste trabalho foram o crescimento e manutengao dos hibridos,
bem como a obten¢do de grande quantidade de anticorpos. Neste contexto, Lee et al.
(2002) sdo de opinido que a literatura busca solu¢des para os seguintes problemas:
limitacdo nutricional; redugdo dos efeitos inibitorios ocasionados pelos subprodutos do
metabolismo, principalmente amoénia e dacido lactico, e/ou sintese de produtos;

transferéncia de oxigénio em sistemas in Vitro.

4.9. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os anticorpos monoclonais oriundos dos clones D8, F9, HS, ao serem
submetidos a RIFI frente a cortes histoldgicos de bolsas de Fabricio diagnosticadas como
positivas para o IBDV apresentaram fluorescéncia, apresentaram diferencas com respeito a
dilui¢do usada para identificacdo do virus na RIFI. Em geral, o sobrenadante dos cultivos
apresentou reagdo positiva na diluicdo de 1:160 para F9; 1:160 para D8 e de 1:320 HS8
(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 diluigdes
do sobrenadante de cultivo como anticorpo primario nas técnicas de RIFI, apresentando
reacdo positiva na dilui¢do de 1:160 para os clones denominados F9 e D8 e de 1:320 para

HS.
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Figura 5. Reacdo de imunofluorescéncia indireta dos anticorpos monoclonais frente a

cortes histologicos de bolsas de Fabricio positivas para o IBDV por infec¢ao
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 ¢ F. sobrenadante de hibridomas clone F9. Diluigao 1:40, 400X.
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4.10. Western blotting
As bandas protéicas reconhecidas pelos anticorpos monoclonais apresentavam
pesos moleculares entre 66 ¢ 41 kDa, sendo que todos os anticorpos monoclonais

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

» | VPI(90kDa)

66 kDa
—p VPX (47kD
45kDa ——— (47kDa)
—» | VP241kDa)
36kDa ——— —
VP3 (31 kDa)
29kDa  —

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), ¢ 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,
expressdo de epitopos que induzem uma resposta de anticorpos. Por essa razdo, essa
proteina ¢ conhecida como epitopo de neutralizacao, ou seja, anticorpos gerados por ela
permitem efetuar a diferenciacdo dos sorotipos e subtipos virais. A VP3 esta no capsideo
interno e ¢ a principal responsavel pela conformagao estrutural do virus tendo relagdo com
antigenos grupos especificos. Induz resposta de anticorpos, porém sdo fracamente
neutralizantes. A VP4 ¢ uma protease viral que ndo ¢ incorporada na particula madura do
virus. A VPS5 tem sido demonstrada na célula infectada, ndo esta presente no virus maduro
e suspeita-se que tenha papel na regulacao do ciclo viral ou na liberagdo do virus da célula
infectada (ITO et al, 2001).

Di Fabio (2001) relatou que VP2 contém epitopos que induzem a produgdo de
anticorpos que neutralizam o virus, existindo assim uma correlagdo direta entre o titulo de
anticorpos neutralizantes especifico, para a fragcdo 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 indugdo de anticorpos neutralizantes. Becht et al.(1988)
demonstraram que os 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 ¢ 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 razao para estas variagdes pode ser a variagdo na
clivagem dos sitios das proteinas precursoras, quando diferentes sistemas sao empregados
na replica¢do viral. Assim, Rodriguez-Chavez et al (2002), e Miiller e Becht (1982),
relataram mudangas nos epitopos associadas ao método usado para propagagdo do virus.
Alem disso, os determinantes antigénicos podem ter sofrido modificacdo de configuracao
ou de aspecto tridimensional da molécula protéica estrutural durante a execugdo do western
blotting, na qual pode ocorrer desnaturacdo de proteinas, com modificagdo de
determinantes antigénicos de conformacado e alteragdo de sensibilidade frente a testes que
dependam da forma de apresenta¢do molecular (CARDOZO et al, 1998).

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

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

Os controles policlonais positivo (CPP) reconheceu todas as bandas protéicas
estruturais e mostrou rea¢do inespecifica o que confirma uma possivel desnaturagdo da
proteina durante a execugdo 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 imuniza¢do 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 identificagdo de proteinas
relevantes.

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

Estes AcM serdo muito uteis no diagnostico, como ¢ observado na imunofluorescéncia.
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5. CONCLUSOES

A imunizagdo dos camundongos com o virus purificado permitiu a obtengdo de
anticorpos policlonais capazes de detectar a proteina viral nos ensaios do tipo ELISA.
O uso de saponina como adjuvante na imuniza¢ao dos camundongos contra o virus da
IBD estimulou a produgao 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 dilui¢do limitante foram obtidos trés clones secretores de anticorpos
monoclonais, os quais se identificaram positivos em RIFI na dilui¢ao de 1:160 até
1:320, além disso os clones reagiram no western blottingontra as proteinas virais de

pesos moleculares 47 kDa (VPX) e 41 kDa (VP2).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

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

A defini¢do dos isotipos e atividade neutralizante dos AcM obtidos pode ser objeto
de investigacdes futuras, de modo a permitir a utilizagdo dos anticorpos em ensaios
imunoenzimaticos de detec¢ao ou/captura de antigenos presentes, em amostras do
virus da IBD isoladas de casos clinicos.

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

Os AcM reconheceram sitos de infec¢ao bursal por RIFI.

41



7. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

ALVES, F.M.X. Celulite associada as les6es na botiaFabricio de frango de corte sob
inspecdo sanitaria2005. 73f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria),
Universidade Federal Fluminense, Niteroi, Rio de Janeiro.

ABBAS A K, LINCHTMAN A.H, POBER, J.S. Imunologia celular e moleculaRio de
Janeiro: ELSEVIER, 2005. 580p.

ALLAN, W.H.; FARAGHER, J.T.; CULLEN, G.A. Immunossupression by the infectious
bursal agent in chickens immunized against Newcastle disease. Veterinary Records
v.90 p.511-512, 1972.

AVENDANO, B. Plantas mégicas. Ciencia y Tecnologia. Bohemia Digital, junio de 2006.

http://www.bohemia.cubasi.cu/2006/06/15/cienciatecnologia/plantas.html. Acessado

em: marco 13 de 2007.

AZAD, A.A.; JAGADISH M.N.; BROWN M.A.; HUDSON P.J. Deletion mapping and
expression in Escherichia coliof the large genomic segment of a birnavirus.
Virology.v.161, p.145-152, 1987.

BARROS, D. M. ELISA e dot-ELISA, para deteccaoalgicorpos para o virus da doenca
infecciosa bursal.2001. 59f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria),
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa.

BECHT, H., MULLER, H.; MULLER, HK. Comparative studies on structural and
antigenic properties of two serotypes of infectious bursal disease virus. J. Gen. Virol,
v. 69, p.631-640, 1988.

BERG, T.P.; GONZE, M.; MEULEMANS, G. Acute infectious bursal disease in poultry:
isolation and characterization of a highly virulent strain. Avian Pathol, v.20, p.133-
143, 1991.

CARDOZO, R.M. Producéo e caracterizacdo de antipos monoclonais contra o virus
da Bronquite Infecciosa das Galinhak98, 69f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) - Escola de Veterindria. Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

CHETTLE, N., STUART, J.C., WYETH, P.J. Outbreak of virulent infectious bursal
disease in East Anglia. Vet. Reg v.125, p.271-272, 1989.

COLLINS M.S.; GOUGH R.E. Characterization of a virus associated with Turkey
Rinotracheitis. J. Gen. Viro) 69, p.909-916, 1988.

42



COSGROVE, A. S. An apparently new disease of chickens: Avian nethrosis. Avian Dis,
v.6,1n.3, p.385-389, 1962.

DI FABIO, J. Diagnéstico sorolégico da doenca de Gumboro, In: II SIMPOSIO DA
DOENCA DE GUMBORO, Facta 2001. Campinas. Anais... Sdo Paulo: 2001. p.79-
91.

DOBOS, P. Peptide map comparison of the proteins of Infectious Bursal Disease Virus. J.
Virol., v.32, n.3, p.1046-1050, 1979.

DOBOS, P., HILL, B.J., HALLETT, R., KELLS, D.T., BECHT, H., TENINGES, D.
Biophysical and biochemical characterization of five animal viruses with
bisegmented dsSRNA genomes. J. Virol. 32, p.593-605, 1979.

ENGVALL, E., PERLMANN, P. Enzyme linked immunosorbent assay —ELISA. III
quantification of specific antibodies by enzyme labelled anti-immunogloblin in
antigen coated tubes. J. Immunol.y.109, p.129-135, 1972.

FAHEY, K.J.,, I. J. ODONNELL, A. A. AZAD. Characterization by western blotting of
the immunogens of infectious bursal disease virus. J. Gen. Virol.,v.66 p.1479-1488,
1985.

FAHEY K.J.; MCWATERS P.; BROWN A.; ENRY K.; MURPHY, V.J.; HEWISH D.R..
Virus-neutralizing and passively protective monoclonal antibodies to infectious
bursal disease virus of chickens. Avian Dis, v.35, p.365-373, 1991.

GARDIN, Y. Gumboro estirpes muito virulentas — patogenia e controle. Conferéncia
APINCO de Ciéncia e Tecnologia Avicolas, 2000, Campinas. Anais... Sao Paulo:
2000. p.59 -78.

GIAMBRONE J.J. Gumboro remains of economic importance. World Poultry
ELSEVIER, v.16, n.4, 2000.

GIAMBRONE, J.J.; EIDON, C.S.; PAGE, R.K.; FLETCHER, O.J.; BARGER, B.O. AND
LEVEN, S.H. Effect of infectious bursal agent on the response of chickens to
Newcastle disease and Marek’s disease vaccination. Avian Dis.v 20, p.534-544,
1976.

HARKNESS, J. W., ALEXANDER, D. J., PATTISON, M., SCOTT, A. C. Infectious
bursal disease agent: morphology by negative stain electron microscopy. Archives of
Virology, v.48, p.63-73, 1975.

HARLOW, E., LANE, D. Antibodies, a laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, USA, 726p, 1988.

43



HENDRIKSEN, C. F. M. Laboratory animals and immunization procedures: challenges
and opportunities. ILAR Journal,v.46, n.3, p. 227-229, 2005.

HITCHNER, S.B. Infectivity of infectious bursal disease virus for embryonated eggs.
Poultry Sciencey. 49, p511-516, 1970.

IKUTA N. Diagnostico Molecular do Virus da Doenga de Gumboro. In: II Simpdsio da
Doenca de Gumboro, Facta 2001. Campinas, anais... Sao Paulo. p.93-101. 2001.

ITO, NNM.K.; MIYAIJIL C.I.; LIMA, E.A; OKABAYSHI, S. Doenca de Gumboro: Revisao
de literatura avangos em ba&xtnologia e novos conheciment@.ANCO Saude
Animal, 76p. 2001.

JACKWOOD, D.J.; SAIF, Y.M. Antigenic diversity of infectious bursal disease. Avian
Dis.,v. 31, p.766-770, 1987.

JACKWOOD, D.J.; SAIF, Y.M., HUGHES, J.H. Characteristics and serologic studies of
two serotypes of IBDV in Turkeys. Avian Dis.,v.26 p.871-881, 1982.

JUNGMANN, A.; NIEPER H.; MULLER H.A. Apoptosis is induced by infectious bursal
disease virus replication in productively infected cells as well as in antigen-negative
cells in their vicinity. In: J. Gen. Virol.n.82, p.1107-1115, 2001.

KAUFER, I.; WEISS, E. Significance of bursa of fabricius as target organ in infectious
bursal disease of chickens. Infection and Immunityn 27, p.364-367, 1980.

KHATRI M.; SHARMA J.M.. Infection bursal disease virus infection induces macrophage
activation via P38 MAPK and NF-Kb pathways. Virus Research 118 p.70-77, 2006.

KIBENGE F.S.B.; DHILLON A.S., RUSSELL, R.G. Biochemistry and immunology of
infectious bursal disease virus. In: J. Gen. Virol, n.69, p.1757-1775, 1988.

KOHLER, G. MILSTEIN, C. Continuous culture of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature v.256, p.495-497, 1975.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bateriophage T4. Nature v.227, p.680-685, 1970.

LEE, C.Y.; SUAREZ, 1.D.; GOUVEIA, T.; TEIXEIRA, V.R.; BARBOSA, S,
TAMASHIRO, W.M.S.C.; AUGUSTO, E.F.P., Melhoramento da producdao de
anticorpo monoclonal anti-TNP utilizando meio de cultura fortificado. Anais do VII
Seminario de Hidrolise Enzimatica de Biomassas, Maringa, v.1, p.79, 2002.

LEENAARS, M; HENDRIKSEN, F.M. Critical steps in the production of polyclonal and
monoclonal antibodies: evaluation and recommendations. ILAR Journa) v.46, n.3,

p.269-279, 2005.

44



LEFFER, E.V.B. Considera¢des sobre o controle da doenga de Gumboro. Ave world.
Animal World, abr-mai. 2004.

LIDDELL, J. E.; CRYER, A. A practical guide to monoclonal antibodiés: John Wiley ¢
Sons (Ed). 1991, 188 p.

LIMA A.M.C. Desenvolvimento e padronizacdo de ensaios imunoenzimaticos ELISA e
dot-ELISA para deteccdo de antipos antipneumovirus aviariol998, 47f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria), Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa.

LIPMAN NS, JACKSON LR, TRUDEL LJ, WEIS-GARCIA F. Monoclonal versus
polyclonal antibodies: distinguishing characteristics, applications, and information.
ILAR Journal,v. 46, p.258-268, 2005.

LITTLE M.; KIPRIYANOV, F.; LE GALL F.; MOLDENHAUER G. Of mice and men:
hybridoma and recombinant antibodies. Immunology Today;.21 p.364- 370, 2000.

LUKERT, P.D. A situagdo da doenca de Gumboro nos Estados Unidos. In: Simpoésio da
Doenca de Gumboro, Facta, 1993. Campinas, anais... Sao Paulo, 1993. p.36-39.

LUKERT, P.D.; DAVIS, R.B. Infectious bursal disease virus: growth and characterization
in cell cultures. Avian Diseass,v.18, p.243-250, 1974.

LUKERT, P.D.; LEONARD 1J.; DAVIS, R.B. Infectious bursal disease virus: antigen
production and immunity. Am. J. Vet. Res.36, p.539-540. 1975.

LUKERT, P. D.; SAIF, Y.M. Infectious bursal disease. In: Calnek, B. W.; Barnes, H.J.;
Beard, C. W. et al Diseases of poultry9 ed., lowa: State University Press, p.648-
663, 1991.

LUNGE, V.R.; FONCECA, A.S.K; VERDI FILHO, R. Caracterizagdo de gendtipos de
campo do virus da doenga de Gumboro no Brasil. Conferencia APINCO 1997 de
Ciéncia e Tecnologia Avicolas. Premio Jos¢ Maria Lamas da Silva. FACTA, Sao
Paulo, p.46, 1997.

LUNGER, P.D.; MADDUX, T.C. Fine-structure studies of avian infectious bursal agent.
In vivo viral morphogenesis. Avian Dis.v.16 p.874-893, 1972.

MAZARIEGOS, L.A.; LUKERT, P.D.; BROWN, J. Pathogenesis and immunosuppressive
properties of infectious bursal disease “intermediate” strains. Avian Dis.v.34, p.203-
208, 1990.

MARINHO, C.E., FERNANDES M.J.B., SIMONI I.C. Estudo do ciclo de replicacdo do
virus da doenga infecciosa da bursa na linhagem celular RK-13. Arg. Inst. Biol, v.70,
n.1, p.5-9, 2003

45



MARTINS, N. R. S.; RESENDE, J. S.; JORGE, M. A. Principais causas de
imunossupressdo em galinhas. In: Conferéncia APINCO de Ciéncia e Tecnologia
2005, Santos, Sao Paulo. Anais... 2005, v.2, p.85, 2005.

MCFERRAN, JB.; MCNULTY, M.S.; MCKILLOP, E.R.; CONNOR, T.J,;
MCCRACKEN, R.M.; COLLINS, D.S.; ALLAN, G.M. Isolation and serological
studies with IBDV from fowl, turkeys and ducks. Demonstration of a second
serotype. Avian Pathol.v.9, p.395-404, 1980.

MCNULTY, M.S., ALLAN, G.M., MCFERRAN, J.B. Isolation of infectious bursal
disease virus from turkeys. Avian Pathol.y. 8, 205-212, 1979.

MICELI M.C.; PARNES J.R. The role of CD4 and CD8 in T cell activation and
differentiation. Adv. Immunoly.53, p.59-122, 1993.

MILSTEIN, C. Monoclonal antibodies. Sei Am.n.243, p.56-64, 1980.

MONTASSIER, H. J. Doenga de Gumboro: Imunologia. In: II Simposio da Doenga de
Gumboro, Facta 2001, p.37-45.

MORALES, J.C. Técnicas de diagnostico en virologidiciones Diaz de Santos, Madrid
Espafia, 1993, p.79—-103.

MULLER, H; BEHT, H. Biosynthesis of virus-specific proteins in cells infected with
infectious bursal disease virus ad their significance as structural elements for
infectious virus and incomplete particles. Journal of Virologyn.44, p.384-392, 1982.

MULLER H., ISLAM, R., RAUE R. Research on infectious bursal disease —The past, the
present and the future. In: Veterinary Microbiologyn. 97, p.153-16, 2003.

NAGARAJAN, M.M.; KIBENGE, F.S.B. Infectious bursal disease virus: A review of
molecular basis for variation in antigenicity and virulence. Can. J. Vet. Resv.61,
n.1, p.81-88, 1997.

NICK, H., CURSIEFEN, D.; BECHT, H. Structural and growth characteristics of
infectious bursal disease virus. Journal of Virologyn.18, p.227-234, 1976.

NRC [National Research Council]. Monoclonal Antibody Production. Washington DC:
National Academy Press, 1999.

OLIVEIRA D.D. ELISA indireto para deteccéo dedgtivirus da doenca de Newcastle
soro de codorna2004, 53 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) -
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

OVIEDO, T.J.S. Infeccdo experimental de ovelhas deslanadas com Neospora caninum.
2001, 73f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Departamento de

Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa.

46

em



PAULILLO, A.C.; NISHIZAWA, M.; GAMA, N.M.Q.; BERNARDINO, A.; DORETTO
JR.L.; LIMA, F.S. Avaliacdo do efeito imunodepressor de diferentes amostras
vacinais contra a doenga de Gumboro em frangos de corte. In: Conferéncia APINCO
de Ciéncia e Tecnologia, 2004a, p.174.

PAULILLO, A.C.; NISHIZAWA, M.; SAYD, S.M.; OBA, A.; BERNARDINO, A
PEREIRA, G.T. Avalia¢do da resposta imune total em frangos de corte vacinados e
desafiados com virus da doenca de Gumboro (vvIBDV). In: Conferéncia APINCO de
Ciéncia e Tecnologia, 2004b, p.175.

PEREIRA, V.L.A. Qualidade de frango de corte ao abate pela relacdo entre peso doenca
de Gumboro e algumas enfermidades associa?lagt, 73f. Tese (Doutorado em
Higiene Veterinaria), Universidade Federal Fluminense, Niter6i, Rio de Janeiro.
Higiene Veterindria.

PEREIRA, S.R.F.G; TRAVASSOS, C.E.P.F.; HUGUENIM, A.; GUIMARAES, A.C.C,;
SILVA, A.G.; GUIMARAES M.A.A.M. Western blot detection of infectious bursal
disease virus infection. Short Communication. Brazilian Journal of Medical and
Biological Researchv.31, p.671-674, 1998.

PONTECORVO G. Production of indefinitely multiplying mammalian somatic cell
hybrids by polyethylene glycol (PEG) treatment. Somatic Cell Genet..1 p.397-400,
1976.

REED, J.H.; MUENCH, H. A simple method for estimating fifty percent endpoints. Amer.
J. Hyg. v.27, p.493-496, 1938.

ROCHA, F.T.R. Produgdo e caracterizacdo de anticorpos monoclonais contra a
glicoproteina S1 do virus da Bronquite infecciosa das galinl29890, 31f.
Disseragao (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Escola de Veterinaria.
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

RODRIGUEZ, 2004. Produgdo de anticorpos monoclonais para uma proteinase &cida
extracelular (aspartil proteinase) déandida spp2004, 71f. Tese (Doutorado em
Odontologia). Piracicaba, Sao Paulo.

RODRIGUEZ-CHAVEZ, I.R.; ROSENBERGER J.K.; CLOUD, S.S. Characterization of
the antigenic, immunogenic, and pathogenic variation of infectious bursal disease
virus due to propagation in different host systems (bursa, embryo, and cell culture).
I1. Antigenicity at the epitope level. Avian Patholv.31, p.473-483, 2002.

RUOCCO, T. C. Manifestacao Clinica. In: II Simposio da Doenca de Gumboro, FACTA
2001, p. 48-49.

47



SAIF, Y. M. Infectious bursal disease virus types. In: National meeting of poultry health
condemnations, 19, Maryland, 1984. Proceedings... Maryland: University of
Maryland, 1984, p.105-107.

SAIF Y.M. Infectious bursal disease and hemorrhagic enteritis. Poultry Sci., v.77, p.1186-
1189, 1998.

SAIF, Y. M. Control y Prevencion de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa. XVI Congreso
Latinoamericano de Avicultura, Peru 1999. Memorias... p.37-38, 1999.

SAIF, Y.M.; JACKWOOD D.H., JACKWOOD M.W, JACKWOOD, D.J. Antigenic
characteristic of infectious bursal disease virus. Abst. 58" Northeastern Conf. on
Avian Dis. Newark, Del. 1986.

SALES-JUNIOR P.A; GUZMAN, F.; VARGAS M.L; SOSSAI S.; PATARROYO
V.AM.; GONZALES C.Z.L.; PATARROYO J.H. Use of biodegradable PLGA
microspheres as a slow release delivery system for the Boophilus microplusynthetic
vaccine SBm7462. Veterinary Immunology and Immunopathology 07, p.281-290,
2005.

SANTOS B.M. Paramixovirus aviario, estudos retdgicos e histopatolégicos das
amostras la Sota e VG/GA995, 94f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) -
Escola de Veterinaria. Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

SANTOS, B.M.; FARIA, J.E.; RIBEIRO,.V. Doengas virais de importincia nas aves. CD,
Editora UFV, 2% ed., 71p. 2005.

SANTOS, C.H.C.; SILVA, E.N. Método de diagndsticos laboratoriais microbioldgicos e
sorolégicos. In: BERCHIERI JUNIOR, A.; MACARI, M. (Eds.). Doencas das aves.
Campinas: FACTA, 2000. p.171-182. 2000.

SHARMA, J. M.; KIM, 1. J.; RAUTENSCHLEIN, S.; YEH, H.Y. Infectious bursal disease
virus of chickens: pathogenesis and immunosupression. Dev. Comp. Immunor.24,
n.2-3, p.223-235, 2000.

SCHUNK, M.K.; MACALLUM G.E. Applications and optimization of immunization
procedures. ILAR Journa) v.46, n.3, p.241-257, 2005.

SHULMAN, M., WILDE, C. D., KOHLER, G. A better cell line for making hybridomas
secreting antibodies. Nature v. 276, p.269-270, 1978.

SILVA, B.G.M. Controle da doenga de Gumboro: Proposta Intervet, II Simpodsio da
Doenca de Gumboro, FACTA 2001. p.187-202.

48



SIMONI, I.C. Utilizagdo de diferentes linhagens celulares para propagag¢dao do virus da
doenga infecciosa da bursa. 2001, 94f. Tese (Doutorado em Biologia), Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo.

SIMON, V.; ISHIZUKA, M. Doenca Infecciosa da Bolsa de Fabricio (IBD). In:
BERCHIERI J.R.; MACARI, M. Doencga das aveFACTA: Campinas, 2000, cap. 5
p. 301-314, 2000.

SMITH, P.K.; KROHN, R.I.; HERMANSON, G.T.; MALLIA, A.K.; GARTNER, F.H.;
PROVENZANO, M.D.; FUGIMOTO, E.K.; GOEKE, N.M.; OLSON, B.J.; KLENK,
D.C. Measurement of Protein Using Bicinchoninic Acid. Analytical Biochemistry,
n.150, p.76-85, 1985.

SNYDER, D.B.; LANA, D.P.; CHO, B.R.,, MARQUARDT, W.W. Group- and strain-
specific neutralization sites of infectious bursal disease virus defined with
monoclonal antibodies. Avian Dis.v.32, p. 527-534, 1988.

SNYDER, D.B. Changes in the field status of infectious bursal disease. Avian Patholv.19,
p. 419-423, 1990.

SOUZA, C.M. Producao de anticorpos monoclonais ganbs componentes conservados
do virus de Bronquite Infeccios®999, 65f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina
Veterindria) - Escola de Veterinaria. Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

STEWART-BROWN, B. Analisis molecular de la infeccion de la bolsa de Fabricio.
Interpretacion practica. Congreso Latinoamericano de Avicultura, XV, Cancun,
México. Anis. p.33-34, 1997.

THAM, K.M., MOON, C.D. Apoptosis in cell cultures induced by infectious bursal
disease virus following in vitro infection. Avian Dis.v.40, n.1, p.109-113, 1996.
TREVISOLLI, J.F. Medidas profilaticas gerais contra a doenga de Gumboro. I Simpoésio da

doenca de Gumboro, FACTA 2001. Trabalhos do temario técnico. p.135-140. 2001.

VAN DEN BERG, T.; ETERRADOSSI, N. Doenga infecciosa bursal aguda em aves. In: 11
Simpdsio da doenca de Gumboro, 2001, Campinas. Anais... Campinas: FACTA,
p.103-131, 2001.

VAN DEN BERG, T.P. Acute infectious bursal disease in poultry. A review. Avian Pathol.
v.29, p.175-193, 2000.

VAN DEN BERG, T.P., GONZE, M., MEULEMANS, G. Acute infectious bursal disease
in poultry: isolation and characterization of a highly virulent strain. Avian Pathol.
v.20, p.133-143, 1991.

49



WRIGHT, P.F.; NILSSON, E.; VAN ROOIJ, E.M.A. Standardization and validation of
enzyme-linked immunosorbent assay techniques for the detection of antibody in
infectious disease diagnosis. Revue Scientifique et Tedque Office International
Epizootiesy.12, n.2, p.4435-4450, 1993.

50



8. APENDICE

8.1 Cultivo Celular

Meio DMEM Sigma®

DMEM 1 frasco
Glicose 4¢g
Acido Félico 0,006 g
L-Arginina 0,116 g
L-asparagina 0,036 g
HEPES 2383 ¢g
NaHCO; 2g
Agua MilliQ q.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 aliqbotar em garrafas de vidro estéril 90 mL.

8.2 Purificacao do Virus

Tampao Tris-HCI 0,1M (pH 7,4)

Tris HCI 3,152 ¢
Agua MilliQ q.s.p 100 mL
Tampao NET

NaCl 585¢g
EDTA 0,292 g
Tris HCI 0,261 g
Tris Base 1,010 g
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL
Sacarose 30%

Sacarose 30g
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

Na2C03 X HzO 2 g
Tartarato de sodiox 2 H,O 0,16 g
NaOH 04¢g
NaHCO; 095¢g
Agua MilliQ g.s.p. 100 mL
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Reagente B:
Cu SO4 X5 HZO
Agua MilliQ

4¢g
100 mL

Reagente A e B a temperatura ambiente.

8.4 ELISA indireto

Tampao Carbonato-Bicarbonato (pH 9,6):

Na2C03
NaHCO3
Agua MilliQ g.s.p.

0,159 g
0,293 g
100 mL

Tampao Fosfato (PBS- pH 7,6):

NaCl.

KH,PO,.
NazHPO4 X 2H20
Agua MilliQ q.s.p

85¢g
0,48 g
10,74 g
1000 mL

Tampao de Lavagem pH 7,2:

NaCl
Tween 20
Agua MilliQ g.s.p.

Tampao 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
Solucao A

H,0, 30V

9g
0,5 mL
1000 mL

200 mL
0,5¢g
50 uL

7,19 ¢
5,19¢
1000 mL

4mg
20 mL
2,5uL

Preparar na hora de utilizar, OPD sensivel a luz.

8.5. Producao de Plasmocitomas

Meio RPMI-1640 incompleto

Hepes
Piruvato de Sodio
D-glucose

Bicarbonato de Sodio

RPMI 1640 com
L-glutamina

24¢
0,11 ¢
45¢
1,5¢

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
a4°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 ambar, a aminopteridina ¢ 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 macréfagos peritoneais
Solucédo de Dextrose 10%:

Dextrose 5¢g

DMEM 50 mL

8.7 Coleta de linfocitos

Solucdo de Lise de Heméaceas:

NH4Cl 829 ¢
KHCO3 lg
EDTA 0,0372 g
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL

8.8 Imunofluorescéncia
Tampéao PBS pH 7,4

NaCl 72¢g
Na,HPO, 1,48 g
NaH2PO4 0,43 g
Agua MilliQ q.s.p. 1000 mL
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8.9 Eletroforese
Tampao de corrida

Tris 6,06 g
Glicina 28,8 ¢
SDS 2g
Agua MilliQ q.s.p. 2000 mL
Tampao de amostra

SDS 0,23 g
Tampao do gel de

concentracao 1,25 mL
Glicerol 2 mL

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

Acertar o pH para 6,8 com HCI 5N

Tampao do gel de resolucédo pH 8,8

Tris 36,33 ¢
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 30¢g
Bis-acrilamida 0,8 ¢g
Agua MilliQ g.s.p. 100 mL

Gel de acrilamida 12%
Sol. estoque de acrilamida 12 mL
Tampao do gel de resolucao 3,75 mL

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

Sol. estoque de acrilamida 1,6 mL
T. do gel de concentragdo 1,25 mL
SDS 10% 100 pL
Agua MilliQ g.s.p. 7,34 mL
Persufalto de aménio 10% 300 pL
TEMED 10 uL.
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Solugéo corante azul de Coomasie

Coomasie blue G-250 lg
Acido perclérico 70% 99 mL
Solucéo fixadora e descorante
Metanol 100 mL
Acido acético 70 mL
Agua MilliQ q.s.p. 1000 mL

8.10. Western blotting

Tris glicina, buffer metanol

25 mM tris 3,0275 g
192mM glicina 1442 ¢
20% metanol 200 ml
H>O dd gsp. 1000 ml
PBS pH 7,6 10X

KH>POy4 48¢
NaCl 85¢g
NayHPO4 85,7¢g
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% I mL
HzOz 30% 10 mL
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