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“Ha um tempo para tudo e um momento

sob o céu para fazer cada coisa:

ha um tempo para nascer e outro para morrer;
um tempo para plantar

e um tempo para colher.

Um tempo para matar e outro para curar,
Um tempo para chorar e outro para rir;

Um tempo para os lamentos

E um tempo para as dancas.

Um tempo para espalhar pedras

E outro para recolhé-las;

Um tempo para abragar-se e outro para separar-se.
Um tempo para ganhar e outro para perder;
Um tempo para calar e outro para falar.

Um tempo para amar e outro para odiar;

Um tempo para a guerra

E um tempo para a paz.”
(Eclesiastes 3, 1-8)
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RESUMO

O virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG) € um coronavirus que apresenta diversidade de
sorotipos, o que tem tornado dificil o controle da doenga com a utilizagdo de vacinas derivadas apenas do
sorotipo Massachusetts. Tendo em vista a grande necessidade de se avaliar a ocorréncia de estirpes regionais,
o presente trabalho foi realizado com o propésito de produzir hibridomas secretores de anticorpos
monoclonais (AcM) especificos contra S, da amostra M41 do VBIG, possibilitando sua utilizagio em ELISA
para avaliar afinidades antigénicas entre amostras de referéncia de VBIG e amostras brasileiras de campo
isoladas no estado de Minas Gerais. O hibrido 3E, foi selecionado e clonado originando os clones 4H,, 4D e
4Dy, que revelaram produgdo de AcM pertencentes a subclasse 1gG 2° Em immunoblotting os AcM foram
caracterizados como especificos apenas para S, da amostra M41. ndo reagindo frente as amostras de
referéncia A5968 (sorotipo Connecticut) e Ark-99 (sorotipo Arkansas). Os AcM foram avaliados em ELISA,
frente as amostras de referéncia SE-17 (sorotipo Geérgia), H52 (vacina de baixa atenuagdo do sorotipo
Massachusetts), amostra La Sota do virus da doenga de Newcastle (VDN) e os isolados de VBIG 29/78,
283/83, 297/83, 327/83, 351/84, PM1/87, PM2/87 e PM3/89 de casos de bronquite infecciosa (BIG) em
Minas Gerais. No ELISA, os AcM reagiram com a amostra H52, do sorotipo homologo, mas ndo com SE-17,
de sorotipo heterélogo. Para as amostras brasileiras, detectou-se identidade antigénica dos AcM anti-M41
com apenas duas das amostras isoladas de lotes de frangos de corte (PM1 e PM2). Os AcM produzidos pelos
clones selecionados sdo especificos para S, de M41 do VBIG. A detecgio de M41 em immunoblotting e H52
em ELISA pode indicar para um espectro mais amplo de reatividade dos AcM, que pode torna-los uteis na
detecgdio de amostras de todo o sorotipo Massachusetts e assim a tipificagdo em relacionados ou ndo a est
sorotipo. Os AcM podem ser aplicados em imunoensaios para caracterizagdo antigénica de VBIG,

contribuindo, dessa forma, para a adogdo de medidas mais adequadas ao controle da BIG nos plantéis
avicolas.

Palavras-chave: Anticorpo morioclonal, hibridoma, bronquite infecciosa das galinhas, glicoproteina S, ELISA.
ABSTRACT

Isolates and strains of infectious bronchitis (IBV), a coronavirus, are classified into several distinct serotypes
which may frequently not share neutralizing antigens, complicating the control of infectious bronchitis (IB)
through wvaccination, especially in Brazil, where live vaccines should be made of strains from the
Massachusetts serotype. In view of the necessity of establishing assays for typing IBV which offer rapidity
and high specificity, a project was designed to preparing an IBV type specific library of monoclonal
antibodies (Mab). As part of the project Mab have been prepared specific to the Massachusetts serotype strain
M41 S1 giycoprotein, which is involved with the typing characteristics of IBV. The Mab 4H,, 4D, e 4D, were
characterized by immunoblotting against M41, A5968 and Ark-99 reference strains of IBV, of serotypes
Massachusetts, Connecticut and Arkansas, respectively, being only reactive to the M41 strain. The Mab were
also evaluated in an ELISA against reference strains SE-17 and H52 (mid attenuated vaccine strain), of
serotypes Georgia and Massachusetts, respectively and eight field isolates, 29/78, 283/83, 297/83, 327/83,
351/84, PM1/87, PM2/87 and PM3/89 of field IB in Minas Gerais, Brazil, recognizing only the strain H52
and isolates PM1 and PM2. It is concluded that these Mab are useful to detecting the M4 1-related strains of
serotype Massachusetts, with a spectrum which might enable typing Massachusetts serotype isolates. The
discrimination of Massachusetts-related or not isolates in some regions may bring light into the best fit
vaccination strains and programmes for the poultry industry.

Keywords: Monoclonal antibody, ELISA, infectious bronchitis, Spike glycoprotein.

1. INTRODUCAO E uma atividade econdmica que contribui para a
geragdo de riquezas e disponibilizagio de
A avicultura brasileira ocupa posigio de proteina animal a custos mais baixos, regulando
destaque no cenario mundial, tendo em vista o o mercado de carnes.
seu consideravel ritmo de crescimento e alto
desenvolvimento em termos de tecnologia de A atividade avicola emprega tecnologia

produgdo. avangada em todas as suas dareas de produgdo,




contudo existem alguns obstaculos que
precisam ser transpostos. Essencialmente no
aspecto da biosseguranga, a bronquite infecciosa
das galinhas (BIG) constitui um permanente
desafio para a avicultura. E uma doenga de
grande interesse economico, levando a
diminuigio na produgdio e qualidade interna e
externa dos ovos em lotes de poedeiras. Quando
atinge frangos de corte, provoca aumento da
mortalidade e condenagdio de carcagas em
abatedouros, além de causar perdas na
conversdo alimentar e no ganho de peso do
lote.

A BIG tem sido controlada no Brasil utilizando-
se vacinas com amostras Holland (H) do
sorotipo Massachusetts. Esse controle tem sido
insatisfatorio, possivelmente devido a existéncia
de uma ampla variedade de variantes
soroldgicas do virus da bronquite infecciosa das
galinhas (VBIG). Além disso, os procedimentos
convencionais para a classificagdo laboratorial
do virus s3o onerosos, demorados e
inconsistentes.

Tendo em vista a escassez de trabalhos
relacionados ao desenvolvimento e
aprimoramento de novos métodos de detecgido
e classificagio do VBIG e a grande necessidade
de se avaliar a ocorréncia de desafios de estirpes
regionais, que sejam distintas do sorotipo
vacinal, o presente trabalho foi idealizado com o
proposito de produzir hibridomas secretores de
anticorpos monoclonais (AcM) especificos para
a subunidade S, da glicoproteina “S”.
Considerando que a glicoproteina S; € sorotipo
especifica, estes anticorpos poderdo ser
utilizados em trabalhos para a classificagdo de
amostras brasileiras relacionadas ou ndo ao
sorotipo Massachussets utilizado na vacinagdo,
procedimento imprescindivel na revisio e
adogdo de medidas mais adequadas de controle
da BIG nos plantéis avicolas.

1.1 Objetivos

Gerais

Produgdio de AcM  especificos contra
componentes estruturais responsaveis pelo
aspecto sorolégico do virus da bronquite
infecciosa das galinhas e sua avaliagio no
estudo de amostras isoladas de doenga a campo.

Especificos

Produzir AcM especificos contra a glicoproteina
SI da amostra M4] do virus da bronquite
infecciosa das galinhas.

Avaliar os AcM anti-S1 de M4l frente as
amostras de referéncia M41 (sorotipo
Massachusetts), A5968 (sorotipo Connecticut) e
Ark-99 (sorotipo Arkansas) em
immunoblotting.

Avaliar os AcM anti-S1 de M4l contra as
amostras de referéncia SE-17 (sorotipo Georgia)
e H52 (amostra do sorotipo Massachusetts
adaptado a ovo e atenuado para uso como
vacina de viruléncia intermediaria), em ELISA.

Avaliar os AcM frente a oito amostras de VBIG
de campo 29/78, 283/83, 297/83, 327/83,
351/84, PM1/87, PM2/87 e PM3/89 em ELISA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Bronquite Infecciosa das Galinhas
(BIG)

E uma doenga aguda, altamente contagiosa, de
etiologia viral, que acomete somente a espécie
Gallus gallus domesticus, em todas as idades,
infectando os sistemas respiratorio, urinario e
reprodutor. Sua distribui¢io € cosmopolita,
ocorrendo em qualquer regido onde se
desenvolva a avicultura industrial (Raj & Jones,
1997).

A BIG foi descrita pela primeira vez por Schalk
e Hawn (1931), estudando aves com sintomas
respiratorios e com mortalidade elevada, em
Dakota do Norte, nos Estados Unidos da
Ameérica. No Brasil, foi diagnosticada,
primeiramente, por Hipdlito (1957), que
relacionou a doenga com a intensa importa¢ao
de aves dos Estados Unidos e a fregiiéncia de
afecgdes respiratorias nos plantéis brasileiros.

2.2. Virus da Bronquite Infecciosa das
Galinhas (VBIG)

O VBIG é classificado na familia
Coronaviridae e  género  Coronavirus
(Ignjatovic & Galli, 1994; Cavanagh & Naqi,
1997).

2.2.1. Estrutura e composi¢io fisico-quimica
do VBIG

Os virions de VBIG sdo pleomorficos, apesar da
predominancia de particulas esféricas, com
aproximadamente 120 nm de didmentro. O
virion apresenta projegdes em sua superficie, as
quais lhe conferem o aspecto de coroa solar
(Coronavirus) (Lai & Cavanagh, 1997). O
genoma viral ¢é constituido por acido




ribonucléico (ARN) de fita simples e envolvido
por, basicamente trés proteinas estruturais: a
nucleoproteina (N) associada ao
nucleocapsideo, revestindko o ARN; no
envelope, a proteina da matriz (M) e as
glicoproteinas das projegdes superficiais ou
espiculas (S) compostas por duas subunidades
S, e S, (Cavanagh e Nagqi, 1997).

A proteina do nucleocapsideo N, com peso
molecular (PM) de 52 kDa esta localizada na
parte interna do virion, estando intimamente
associada ao ARN viral, sendo relativamente
estavel. Os anticorpos dirigidos contra esta
proteina sdo os primeiros a serem detectados
apos a infecgdo, entretanto, ndo estdo associados
com protegdo (Cavanagh e Davis, 1987).

A glicoproteina M € heterogeneamente
glicosilada, o que resulta em glicoproteinas com
PM de 26, 28, 30 e 34 kDa. Essa glicoproteina
M esta inclusa na bicamada de lipidio do
envelope viral e é parcialmente exposta sobre a
superficie do virion (Boursnell er al. 1984). As
proteinas M e N contém determinantes
antigénicos mais conservados. 0s quais
constituem antigenos grupo-especificos.

A glicoproteina S é o componente mais externo
do virion, responsavel pela interacdo do virus
com receptores da célula hospedeira e pela
fusdo do envelope viral a membrana celular.
Esta glicoproteina € clivada em dois
glicopeptideos. S, e S, com PMs de 90 e 84
kDa, respectivamente (Cavanagh, 1983). O
glicopeptideo S, desempenha uma fungdo de
suporte para S, por apresentar uma estrutura
mais rigida, além de ser o mais conservado dos
dois. O  glicopolipeptideo S,  possui
determinantes antigénicos que induzem a
formagdo de anticorpos neutralizantes e
inibidores da hemaglutinagio, sendo sorotipo
especifico e essencial, portanto, para a
classificagdo de amostras de VBIG (Cavanagh,
1984).

2.2.2. Replicagdo e patogenia

De acordo com Cavanagh & Naqgi (1997),
embora o principal sitio de replicagdo do VBIG
sejam as células epiteliais ciliadas da mucosa do
sistema respiratorio, este virus também pode
comprometer as células dos sistemas urinario e
reprodutor de aves de todas as idades.

A mortalidade provocada pela BIG ¢ baixa em
galinhas acima de 6 semanas de idade e maior
em aves jovens. O local de eleigdo do VBIG é a
traquéia, seguida dos pulmoes, sacos aéreos e
oviduto. O virus também pode estar presente em

menor quantidade nos rins, pancreas, bago,
figado, coragdo, cloaca e proventriculo. As
infecgdes respiratorias podem ser complicadas
pela presenca de Mycoplasma gallisepticum, M.
synovige (Hopkins & Yoder, Jr, 1986) e
Escherichia coli (Cook, 1986), resultando, em
frangos de corte, na redugdo do ganho de peso,
condenagdo de carcagas e mortalidade devido ao
desenvolvimento de aerossaculite, pericardite e
perihepatite e peritonite. Lesdes nas células do
oviduto acarretam reducdo da producgdo e
comprometimento da qualidade intema e
externa dos ovos (Cook & Huggins, 1986).
Alguns sorotipos determinam lesdes renais com
varios graus de comprometimento, sdo 0S
denominados sorotipos nefropatogénicos, o0s
quais estdo relacionados com nefrite e nefrose
aviaria (Winterfield & Hitchner, 1962; Kinde et
al. 1991). El-Houadfi (1986) isolou uma
variante enterotropica que foi capaz de causar
lesdes em algumas partes do intestino, além
disso, lesdes na traquéia, rins e oviduto de
galinhas infectadas.

2.2.3. Sorotipos de VBIG

Jungherr et al. (1956) propuseram o sorotipo
Connecticut como o primeiro VBIG diferente
do sorotipo Massachusetts isolado
anteriormente, e verificaram que ndo havia
prote¢do cruzada entre os sorotipos sugerindo a
pluralidade de amostras de VBIG.

Foram isoladas trés amostras de sorotipos
variantes de VBIG na Gri-Bretanha,
provenientes de lotes vacinados, que ndo
demostraram relagdes antigénicas com 0s
sorotipos vacinais (Gough ef al., 1996).

Alguns pesquisadores afirmam que, a BIG ainda
constitui problema, inclusive em plantéis
vacinados corretamente sugerindo a presenga de
sorotipos diferentes daquele utilizado na
fabricagdo da vacina (Salle er al.1988).

Estudos epidemiologicos continuam sendo
necessarios para se conhecer mais sobre as
caracteristicas antigénicas das amostras de
VBIG que acometem os plantéis avicolas em
todo o mundo.

No Brasil, o VBIG ainda constitui um problema
responsavel pela ocorréncia de grande perdas
econOmicas nas atividades avicolas (Souza,
1999).

Di Fabio (1993) isolou, no estado de Sao Paulo
entre 1987 e 1991, amostras de VBIG em
plantéis vacinados. O autor relatou que, houve
pouca relagdo sorologica entre as amostras




isoladas e o sorotipo Massachusetts.

Aproximadamente no mesmo periodo, Wentz
(1992)+isolou de algumas regides brasileiras
com intensa atividade avicola, quatorze
amostras de VBIG, que foram submetidas a
testes revelando algumas diferencgas antigénicas
entre elas e as amostras vacinais.

Wentz (1992); e Di Fabio (1993) evidenciaram
a importancia da adogdo de métodos rapidos e
sensiveis de detecgdo e classificagdo de estirpes
virais para que se consiga tragar um programa
eficiente de controle dessa enfermidade.

2.3. Prevencio e controle

O VBIG ¢ altamente infeccioso, espalha-se
rapidamente e pode persistir na galinha por
varias semanas, muito embora um bom manejo
aliado a normas gerais de biosseguranga
desempenhem um importante papel. O controle
da doenca ndo é possivel sem o uso de vacinas
(Cook, 1997). Esse controle através de
imunizagdes nem sempre € satisfatorio, pois de
acordo com Schimidt (1988), as estirpes virais
isoladas apresentam consideraveis diferengas
antigénicas. Cook (1997) relata que, vacinas
vivas atenuadas de VBIG, baseadas em
linhagens “variantes” estdo sendo licenciadas
para uso. Isso ocorre onde foi conclusivamente
demonstrado que sérios problemas sdo causados
por esses tipos de virus. As vacinas vivas
atenuadas de linhagens “variantes”, somente
devem ser usadas em areas onde esse tipo de
virus produz grandes perdas econdmicas, sendo
altamente desaconselhavel utilizé-las em regides
“livres” desse desafio, pois ha risco de
introduzir um novo sorotipo, bem como
ocorréncia de recombinagdo genética.

2.4. Diagnéstico

Atvualmente os procedimentos convencionais
para diagnosticar o VBIG sfo representados
pelo isolamento do virus em ovos embrionados
SPF (“Specific Pathogen Free”), seguido de
identificagido por meio da reagdo de
soroneutrralizagdo (SN), que ¢ considerada
padrdo para tipificagdo de VBIG.

A inoculagio em ovos embrionados € um
procedimento oneroso, podendo se tornar
demorado se houver a necessidade de varias
passagens em embrides até a adaptagdo do
virus. Ademais, o resultado ¢ comumente obtido
de forma subjetiva, embora possa ser analisado
com a pesagem dos embrides. A possibilidade
de variabilidade genética do virus apos a
adaptacdo ao embrido em comparagio com a

amostra original, pode comprometer os
resultados de estudos subsegiientes de amostras
isoladas (Gough er al., 1988).

O VBIG pode ser isolado em cultivos de anéis
de traquéias sem a necessidade de adaptagdo e
resultar em alteracdes adaptativas na amostra
(Cook er al., 1976).

Outros métodos utilizados para o diagnostico da
BIG, através da detecgio direta do antigeno,
incluem a microscopia eletronica, a cultura de
anéis de (raguéia e as reagdes de
imunofluorescéncia, imunodifusdo em gel de
agar, imunoperoxidase e ensaios
imunoenzimaticos (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay — ELISA).

2.4.1. Deteccdio do VBIG

A identificagdo morfologica do VBIG em
tecidos suspeitos de infecgio por meio de
microscopia eletronica é um procedimento
rapido, porém ¢ dependente de téenicos
especializados para a sua execugdo, bem como
de equipamentos e reagentes caros, o que limita
a sua utilizagdo na rotina de diagnéstico do
VBIG (Endo-Munoz & Faragher, 1989).

A observagdo da ciliostase em culturas de anéis
traqueais infectados, constitui-se em um método
bastante sensivel para a detecgdo do VBIG de
amostras teciduais suspeitas de infeccio
(Darbyshire et al., 1975). Contudo, o cultivo de
anéis de traquéia ¢ bastante laborioso e o
critério para analise dos resultados € subjetivo,
necessitando do emprego de outras técnicas para
a confirmagio do diagndstico. Ainda uma outra
desvantagem desse método € que outros virus
respiratérios, como por exemplo o virus da
doenga de Newcastle e da laringotraqueite
infecciosa, podem causar a ciliostase e,
conseqilentemente, a redugdo da especificidade
deste teste (Bhattacharjee, Naylor & Jones,
1994),

A imunofluorescéncia ¢ um método rapido e
simples para o diagnéstico do VBIG em tecidos
ou em células infectadas, porém apresenta uma
sensibilidade relativamente baixa (Owen, ef al.,
1991) e esta sujeita ao aparecimento de reagdes
inespecificas (Yagyu & Ohta, 1990). Além
disso, a técnica exige equipamento especial e
nao € muito apropriada para processar um
grande numero de amostras.

Segundo Jonsson e Engstrom (1986), o teste de
imunoperoxidase mostrou-se com alto potencial
para fazer o diagnostico direto do VBIG em
tecidos infectados. Nesse sentido. Nagi (1990)




demonstrou que, a prova de imunoperoxidase
indireta com anticorpos monoclonais teve um
desempenho excelente na detec¢do do VBIG em
tecidos de aves infectadas. Tal técnica, segundo
esses mesmos autores, oferece uma alternativa
ou mesmo complementa os métodos
convencionais, pois detecta o VBIG em tecidos,
em fases recentes da infecgdo, o que implica em
uma redugdo no tempo de diagnostico. No
entanto, o seu procedimento pode ser
considerado relativamente laborioso e os
resultados obtidos de maneira subjetiva.

Novas técnicas de diagnostico estdo sendo
desenvolvidas, como a reagdo em cadeia pela
polimerase (Jackwood et al., 1992) e utilizagio
de anticorpos monoclonais em testes de
imunodiagndstico (Nagi et al. 1993). Essas
provas serdo uteis para a detec¢do do VBIG no
diagnéstico, podendo ser adaptadas para a
diferenciag¢do de amostras do virus constituindo
uma grande ferramenta para os laboratérios de
diagnéstico (Cook, 1999).

2.4.2. Detecgiio de anticorpos especificos
contra VBIG

A prova de imunodifusdo em gel de agar, apesar
de ser rapida e de baixo custo, apresenta pouca
sensibilidade, havendo a necessidade de se
concentrar o antigeno para que as linhas de
precipitagdo possam ser observadas (Chubb e
Cumming, 1971; Lohr, 1981).

Qutras provas podem ser desenvolvidas para a
detecgdo de anticorpos contra VBIG, entre elas
incluem-se a imunofluorescéncia indireta, a
imunoperoxidase indireta, a soroneutralizagdo, a
inibi¢do da hemaglutinagdo e o ELISA.

A técnica de ELISA por sua alta sensibilidade,
tem sido utilizada também para monitoramento
de plantéis vacinados (Cook, 1999).

2.4.3. Tipificagiio de VBIG

A tipificagdo de estirpes virais pode ser feita
pelos testes de soroneutralizagdo em ovos
embrionados, cultivos de anéis de traquéia e
cultivos de células em monocamada, utilizando-
se amostras de referéncia. Diferencas e
semelhangas antigénicas também podem ser
determinadas através do teste de inibigdo da
hemaglutinagdio (TH), sendo entretanto,
necessarios cuidados especiais para
interpretagdo dos resultados, devido a alta
ocorréncia de reagdes cruzadas quando se utiliza
este teste. A reagdo em cadeia pela polimerase e
o ELISA utilizando anticorpos monoclonais, sdo
comprovadamente eficientes e e mais precisos
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para este procedimento (Cook ef al., 1987; Naqi
et al., 1993; Cook, 1997).

Cook (1997) relata que, anticorpos monoclonais
especificos contra a subunidade S; da
glicoproteina S  representam  excelentes
ferramentas de alta especificidade para detectar
diferengas na regido responsavel pela tipificagdo
de VBIG, contribuindo, dessa forma, para o
desenvolvimento de estudos de classificagio
sorotipica do virus.

Anticorpos monoclonais  especificos  aos
sorotipos de VBIG utilizados em ELISA podem
associar a alta sensibilidade do teste a alta
especificidade destes reagentes, possibilitando
ensaios capazes de detectar e tipificar amostras
do virus.

2.5. Anticorpos monoclonais

O soro dos animais contém uma ampla
variedade de anticorpos que sio especificos para
uma diversidade de antigenos. A utilizagdo
dessa populagdo de anticorpos cria uma
multiplicidade de problemas quando utilizados
em técnicas imunoquimicas. A preparagdo de
anticorpos homologos com especificidade
definida foi uma extraordiniria vitéria da
pesquisa imunoquimica (Harlow & Lane, 1988).

Koller & Milstein (1975), desenvolveram uma
técnica que permite a perpetuacdo de clones de
células secretoras de anticorpos. A técnica
consiste na fusdo de células capazes de secretar
anticorpos  origindrias de um  animal
previamente imunizado, - com células de
mielomas (um tipo de célula B tumoral) com
capacidade de crescimento continuo. Esta célula
hibrida ou hibridoma pode ser mantida “in
vitro” e possui a capacidade de secretar
anticorpos de especificidade pré-definida. Os
anticorpos que sdo produzidos por estas células
sdo conhecidos como anticorpos monoclonais.
Cada anticorpo monoclonal é especifico contra
um Unico determinante antigénico do
imunégeno ou antigeno.

Apés a imunizagdo, ¢ realizada a coleta do bago
dos camundongos que apresentarem titulos
6timos de anticorpos. O bago € entdo utilizado
na fusdo com células de mieloma.

Atualmente, estd disponivel uma variedade de
células de mieloma, sendo a linhagem
SP,0/Agl4 a mais utilizada devido a sua
facilidade de fusdo com polietileno glicol
(PEG), constituindo processo mais vidvel do
que os demais fuségenos utilizados para tal
procedimento, além de serem consagradas boas




produtoras de hibridos estaveis.

Todas as células sdo capazes de sintetizar DNA
pelas vias de novo e de salvagdo. Desse modo,
as celulas SP,0/Ag14, sdo deficientes na enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferase
(HGPRTase) sdo incapazes de sintese de DNA a
partir de aminoacidos e moléculas menores (via
de novo). Por outro lado, a presenca de
aminopterina no meio de cultivo (HAT) resulta
na selegdo das células capazes de sintetizar
DNA pela via de salvagdo eliminando as SP
0/Ag 14 nido fusionadas com linfécitos. Assim,
as células hibridas (mielomas com linfocitos)
possuem capacidade de sintese de DNA herdada
dos linfocitos e a capacidade de crescimento
continuo herdada dos mielomas. De acordo
com Harlow & Lane (1988) esse é o principio
aplicado para a geragdio de hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais.

As células produtoras de  anticorpos
monoclonais s3o selecionadas através de
imunoensaios e posteriormente clonadas e
propagadas em meios de cultura ou mesmo em
camundongos  BALB/c, onde  crescem
produzindo ascite ou tumor solido (Blann, 1979;
Yoshida et al., 1980).

O processo de clonagem tem o proposito de
obter apenas uma célula secretora de um unico
tipo de anticorpo, para que a linhagem da
mesma possa ser estabelecida. Apds a clonagem
e expansdo, as células podem, finalmente, ser
estocadas em nitrogénio liquido, por um periodo
indeterminado constituindo fontes secretoras de
anticorpos monoclonais desejados (Harlow &
Lane, 1988; Liddell & Cryer, 1991).

2.6. ELISA

O ensaio a ser utilizado para a selecio dos
hibridos deve ser consideravelmente sensivel e
de facil execugdo, pois a quantidade de
anticorpos presentes no sobrenadante da cultura
¢ reduzida (Liddell & Cryer, 1991).

O ELISA constitui uma boa opg¢dio por ser um
ensaio que possui alta sensibilidade e baixo
custo. Este ensaio foi descrito pela primeira vez
por Engvall & Perlman (1972) e, desde entio, €
amplamente utilizado em rotinas de laboratérios
de diagndstico.

Diferentes autores descreveram a superioridade
do ELISA como tccnica capaz de quantificar
anticorpos contra 0 VBIG em relagdo a outros
testes sorologicos com IH e precipitagio em gel
de agar (AGP), real¢ando sua alta sensibilidade
e aplicabilidade (Marquardt er al., 1981;
Mockett & Darbyshire, 1981; Monreal et al.,
1985; Soula & Monreau, 1981).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local

Os trabalhos foram realizados nos laboratorios
de pesquisa do Setor de Doencas das Aves e de
eletroforese do Setor de Virologia do
Departamento de Medicina  Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais.

3.2. Animais doadores de material
experimental

Foram utilizadas fémeas de camundongos da
linhagem BALB/c, com idade de 4 a 6 semanas
e peso aproximado de 25 gramas, adquiridas do
Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG.

3.3. Produgiio dos antigenos

A produgio dos antigenos foi realizada
conforme método descrito por Cavanagh
(1984), com modificagdes.

Foram utilizados ovos embrionados de aves SPF
oriundas do criatério do Setor de Doenca das
Aves, com 9 a 11 dias de incubagdo, para a
produgdo de cada partida de antigeno de VBIG.
As amostras do virus utilizadas foram:
Massachusetts (M-41), Connecticut (Conn) e
Arkansas (Ark-99), cujas sementes virais foram
obtidas do American Type Culture Collection
(ATCCQ).

Um intervalo minimo de uma semana foi
obedecido, para a inoculagdo de cada amostra
diferente de VBIG, seguindo padrdes gerais de
biosseguranga no laboratério.

Os ovos foram inoculados com 0.2mL da
semente viral diluida em tampdo fosfato PBS
(apéndice 1) pH 7,2, autoclavado e adicionado
de penicilina G potassica 12.500 Ul, sulfato de
estreptomicina 12,5mg/mL e sulfato de
gentamicina 250ug/mL, contendo 100 doses
infecciosas para embrido de galinha 50%
(DIEGs), via cavidade corio-alantoide e
destinados a incubagdo a temperatura de 37,5°C
e umidade de 80% (Incubadora Petersime, Santa
Catarina, Brasil), durante 72 horas, com
ovoscopia a cada 24 horas.

Apbs 72 horas, realizou-se a ultima ovoscopia e
os embrides vivos foram refrigerados a
temperatura de 4°C a 5°C, por 12 horas.
Durante o processo de incubagdo, foram
selecionados 10 ovos, que permaneceram em
incubacdo até 19 dias de idade, com a finalidade
de se avaliar a presenga de lesdes causadas pelo
VBIG nos embrides. Em uma amostra do




liquido alantéide (LA) de cada embrido
submetido ao teste para verificar lesdes
produzidas pelo VBIG, como controle de
qualidade, realizou-se o teste de hemagilutinagio
(HA), objetivando a detecgdo do virus da
doenga de Newcastle (VDN) (Rubulavirus da
subfamilia Paramyxovirinae), potencial
contaminante de laboratorio.

O LA foi colhido em conjunto, adicionando-se
um composto inibidor de protease, fluoreto de
fenilmetilsufonil (PMSF) na concentragdo de 1
mg de PMSF/L de LA. Durante todo o
procedimento de coleta, o0 mesmo foi mantido
em banho de gelo.

Apdés a coleta, o LA foi clarificado por
centrifugagdo a 10.000xg (Sorvall RC-2B, com
rotor GSA, DuPont, EUA), durante 40 minutos
e temperatura de 4°C.

Para a concentragio, o LA foi misturado a
solugfio saturada de sulfato de amonia — SSSA
(apéndice 2), contendo PMSF (apéndice 3), para
se obter concentragdo final de 36% de sulfato de
amoénia, lentamente, a 4°C sob agitagdo
magnética.

O material foi centrifugado como descrito
anteriormente, para precipitar o  virus
insolubilizado.

O precipitado viral foi ressuspenso em PBS Ix
(apéndice 1) autoclavado, contendo 125 Ul/mL
de penicilina G potdssica, 125mg de sulfato de
estreptomicina e 250ug de sulfato de
gentamicina, em volume 100 vezes menor que o
original sendo, em seguida, submetido ao
processo de didlise, por duas vezes, em PBS
contendo azida sédica (2g/L), por um periodo
de 48 horas.

A membrana de didlise, com porosidade para
reter moléculas maiores que 12 kDa (Thomas,
EUA) foi previamente lavada com agua corrente
e detergente (Extran, Merck, EUA), fervida em
dgua destilada e enxaguada com &4gua MilliQ
18,2MQcm.

3.3.1. Purificagiio e concentracio do antigeno
viral

O concentrado viral,=obtido por precipitagdo
com sulfato de aménia, foi purificado em
gradiente de sacarose.

O gradiente de sacarose foi constituido por
solugdes de sacarose (apéndice 5) em
concentragdes distintas, variando de 25% a 55
%.
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Para compor o gradiente foi necessario
adicionar, a partir do fundo do tubo, 2mL de
cada solucdo de sacarose, iniciando-se pela de
menor concentragdo e finalizando-se sempre
com a de maior concentrago.

Apés formado o gradiente, os tubos foram
estocados a temperatura de 4°C a 5°C, por um
periodo minimo de 12 horas, para formagdo de
interface entre as diferentes concentragdes de
sacarose.

Em seguida, adicionou-se lentamente 1 mL do
concentrado viral, anteriormente dialisado, na
camada superior do gradiente de sacarose e
centrifugou-se a 4°C por 40.000xg (Sorvall
Ultra Pro 80, com rotor AH 629, DuPont,
EUA), durante 16 horas.

Apés a centrifugagdo, o fundo do tubo foi
perfurado e foram coletadas aliquotas de,
aproximadamente 500puL do contetdo total em
cada tubo de ensaio seqilencialmente numerado.

As aliquotas que continham o virus foram
determinadas por ELISA, descrito no item 3.3.2.

Para a concentragdo do antigeno viral, as
aliquotas que produziram reagdes positivas no
ELISA foram transferidas em pool para as
membranas de didlise e imersas em
polivinilpirrolidone (PVP) a temperatura de 4°C
a 5°C até se obter um volume final de ImL.

3.3.2. ELISA para avaliacio do antigeno
purificado de VBIG

A padronizagio do ensaio seguiu metodologia
descrita por (Campbell, 1984).

O sistema de detecgiio utilizado foi o de
titulagdo em bloco com o objetivo de detectar
em qual fragdo do gradiente de sacarose o virus
estava presente.

Foram realizadas diluigdes seriadas com o
antigeno, iniciando-se com a diluig¢do de 1:10
até 1:1000 em tampdo carbonato-bicarbonato
pH 9,6 e diluigdes dos soros de camundongos
sabidamente positivos e negativos para VBIG,
iniciando-se pela dilui¢do de 1:200 até 1: 25600
em PBS pH 7,4 com Tween 20 (Sigma, EUA) a
0,05% (PBST"0,05% apéndice 6).

Com a realizagio do teste, determinou-se a
menor concentragio de antigeno capaz de reagir
com a maior dilui¢do do soro, produzindo a
maior reacdo colorimétrica. Esta dilui¢do viral
foi a escolhida para ser utilizada nos demais
ELISA realizados durante todo o experimento.




Todos os volumes dos reagentes utilizados nos
testes foram de 50ul. Entre cada etapa, as
placas foram lavadas trés vezes com PBST
(apéndice 6).

Para a sensibiliza¢do das microplacas de ELISA
(Coming, EUA), utilizou-se 3ul. da amostra
contida em cada tubo de ensaio, diluida em
50puL de tampdo carbonato bicarbonato pH 9,6
(apéndice 7), para cada pocinho das mesmas.

As microplacas foram estocadas a temperatura
de 4°C a 5°C por um periodo de 12 horas. Para
remover antigeno ndo aderido, foram realizadas
trés lavagens com PBST 0,05% (apéndice 6) e o
processo de secagem foi feito batendo-se a
placa, vigorosamente, em camadas de papel-
toalha sobre a bancada.

Em seguida, adicionou-se em cada pocinho da
placa o soro de camundongo BALB/c
imunizado (soro sabidamente positivo), soro
sabidamente negativo e anticorpo monoclonal
Al3 anti S; (gentilmente cedido pelo Institute
for Animal Health, Compton, Inglaterra),
deixando reagir 4 37°C, durante 30 minutos. As
microplacas sofreram novas lavagens e
secagens, como descrito anteriormente.

Adicionou-se o conjugado IgG de cabra - anti-
IgG de camundongo e fosfatase alcalina
(apéndice 12) na diluigdo de 1:30.000, seguindo
recomendagdes do fabricante, deixando reagir a
37°C por 30 minutos.

Novamente foram realizados os processos de

lavagens e secagem. E, finalmente, adicionou-se
as placas o substrato p-nitrofenilfosfato — pNPP,
(Sigma, EUA) (apéndice 13) diluido em
dietanolamina com MgCl, (Img/mL) (apéndice
14), conforme instrugdes do fabricante,
deixando reagir até o aparecimento da cor. Apds
o aparecimento da cor a reagdo foi bloqueada
com NaOH a 3N (apéndice 15).

A leitura foi realizada em leitor de ELISA
(Microwell Reader modelo 550 BioRad, EUA)
equipado com filtro de 405nm.

As amostras que apresentaram absorvéncia
maior que o ponto de corte, foram agrupadas
em um mesmo tubo de estocagem para posterior
utilizagdo.

3.3.3 Dosagem de proteina viral pelo método
de Lowry

A dosagem de proteina viral foi realizada
conforme o protocolo descrito por Hudson &
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Hay (1989).

Preparou-se a solugdo 1 (apéndice 11) em frasco
devidamente identificado e diluiu-se o reagente
Folin a 1:3 em outro frasco.

Foram identificados quatro tubos de ensaio que
destinaram-se, respectivamente para o branco da
reagdo (tubo 1), para o reagente padrio (tubo 2)
€ para a amostra a ser testada (tubo 3 e tubo 4).

No tubo 1 foram adicionados 100ul. de dgua
MilliQ 182MQcm; no tubo 2, 10pL do
reagente padrdo (albumina sérica bovina
Img/mL) diluida em 90pL de dgua MilliQ
18,2MQcm e nos tubos 3 e 4, 10 pl. da amostra
a ser testada diluida em 90puL de dgua MilliQ
18,2MQcm. Os tubos foram homogeneizados.
Em seguida, adicionou-se ImL da solugfdo 1
(apéndice 11) em cada tubo. A reagdo foi
submetida a incubag¢do em temperatura
ambiente, por um periodo de 10 minutos. Em
todos os tubos adicionaram-se 100ul do
reagente  folin  (1:3). Homogeneizou-se,
deixando novamente reagir, como descrito
anteriormente. Para a leitura, 100pl. de cada
tubo (1, 2, 3 e 4) foram transferidos para a
microplaca de ELISA, devidamente identificada
e foi realizada com filtro de 655nm em leitor de
ELISA (Microwell Reader Modelo 550 BioRad,
EUA).

3.4. Imunizacio dos camundongos

Foram imunizados camundongos da linhagem
BALB/c, com cinco doses de VBIG amostra
M41, concentrado por sulfato de amonia (item
3.3) e purificado por gradiente de sacarose (item
3.3.1), variando entre 50ug a 80ug de proteina
para cada aplicagio. As quatro primeiras
aplicagbes foram realizadas pela via
intraperitonial, em intervalos de 15 dias e uma
ultima aplicagdo trés a quatro dias antes da
coleta do bago .

Para a primeira dose, o antigeno foi
emulsionado com adjuvante completo de
Freund (Sigma, EUA), sendo as demais
realizadas com adjuvante incompleto (Sigma,
EUA).

Para a avaliagfio da resposta imune, os soros dos
camundongos foram testados por ELISA (iiem
3.5).

3.5. ELISA para avalia¢iio dos camundongos

O ELISA foi executado segundo Engvall &
Perlman (1972); Mockett & Darbyshire (1981);




Mocket er al. (1986), com modificagoes.

Todos os volumes utilizados para reagentes e
foram de 50uL.

A lavagem foi realizada entre cada reagio, por

trés vezes, utilizando-se 300uL de PBST 0,05%
(apéndice 6).

O teste foi excecutado como descrito em 3.3.2.

As microplacas foram sensibilizadas com o
antigeno  diluido em tampdo carbonato
bicarbonato (apéndice 7), estocadas a 4°C por
um periodo de 12 horas. Adicionou-se,
posteriormente, o soro do camundongo (ou
sobrenadante de cultivo de hibridomas) a ser
testado deixando a reagdo em repouso a 37°C
por 30 minutos. O conjugado Ig G de cabra -
anti-lg G de camundongo e fosfatase alcalina
(SIGMA, EUA) (apéndice 12) foi adicionado
deixando em repouso por 30 minutos e, em
seguida, apos a lavagem, adicionou-se o
substrato  p-nitrofenilfosfato-pNPP  (SIGMA.,
EUA) (apéndice 13), aguardando o
aparecimento da cor, que foi avaliada em leitor
de ELISA com filtro de 405nm (Microwell
Reader Modelo 550 BioRad, EUA).

Os camundongos que apresentaram titulos mais
altos contra VBIG amostra M-41 foram
submetidos a quinta e dltima aplicagio do
antigeno 3 a 4 dias antes da coleta do bago
daqueles, para a fusdo.

Os camundongos que ndo foram utilizados para
a fusdo, foram posteriormente sacrificados e
seus bagos colhidos, preparados como no item
3.6.2. ¢ os esplenocitos congelados para fusdes
posteriores

3.6. Produgiio dos hibridomas

A produgdo dos hibridomas foi realizada de
acordo com Kaoller & Milstein (1975); Harlow
& Lane (1988) e Hudson & Hay (1989), com
algumas modificagdes conforme protocolo
obtido da Universidade da Florida (1999).

3.6.1. Preparo das células de mielomas
SP,0/Agl4

Foram utilizadas células de mielomas
SP,0/Agl4, ndo secretoras de imunoglobulinas
(gentilmente cedidas pelo laboratorio da
Universidade da Florida).

As células foram descongeladas em meio
Roswell Park Memorial Institute - RPMI 1640
(Sigma, EUA) (apéndice 16) com 10% de soro
fetal bovino (Gibco-BRL, EUA), repicadas a
cada 24 horas (Cabine de Fluxo Laminar Trox
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FLV, Brasil) e mantidas em estufa para cultivo
celular (Napco, série 5.000, EUA), com
atmosfera de 5% de CO,, até a obtengdo de
numero suficiente de células para a realizagio
do processo de fusdo.

3.6.2. Preparo das células de baco

O camundongo, selecionado para a fusdo, foi
sacrificado em camara fechada contendo éter,
lavado com iodo povidine e aménia quaternaria
a 1:10.000.

O bago foi removido, em condigdes assépticas
(Cabine de Fluxo Laminar Trox FLV, Brasil), e
transferido para uma placa de Petri estéril
contendo SmL de meio RPMI 1640 (apéndice
16) sem soro fetal bovino. Apos a lavagem, o
orgdo foi transferido para outra placa de Petri
contendo meio RPMI sem soro fetal bovino,
onde procedeu-se a fragmentagio de sua
arquitetura, para liberar os esplenécitos. O
contetdo da placa foi transferido para um tubo
pléstico estéril de fundo cénico (Sigma. EUA),
centrifugado a 500xg por 5 minutos em
temperatura ambiente, por trés vezes,

Os camundongos que também apresentaram
titulos desejaveis e ndo foram utilizados para a
fusdo, tiveram seus bagos colhidos e seus
esplendcitos foram adequadamente preparados
como descrito no item 3.6.2. e congelados como
no item 3.6.9.

3.6.3. Preparo dos macréfagos

O camundongo foi sacrificado em cimara
fechada contendo éter e levado, apos sua e
assepsia e desinfecgdo, para o laboratério.

A lavagem da cavidade intraperitonial foi
realizada em condigdes assépticas, com meio
RPMI sem soro fetal bovino, o conteido
resultante desta lavagem foi colhido com pipeta
de Pasteur estéril e transferido para garrafas de
cultivo de células, destinadas a incubagdo por
um periodo de 24 horas e avaliadas antes de sua
utilizacdo.

3.6.4. Contagem das células

As células SP,0/Agl4 e os esplendcitos foram
contados utilizando-se cAmara de Neubauer .

O procedimento de coloragdo recomendado
(Hudson & Hay, 1989) foi realizado coletando-
se uma aliquota do meio contendo células de
bago e diluindo-se em azul de Tripan a 0,3%
para a concentragdo final de 10, Para as células
de mieloma, diluiu-se uma aliquota do meio
contendo as células em utilizando-se 0 mesmo
reagente na proporgdo de 107,




De acordo com o recomendado em processos de
fusdo (Harlow & Lane, 1988 e Hudson & Hay,
1989),. foram utilizadas 1x10* células de bago
para 1x107 células de mielomas.

3.6.5 Fusdo

A fu<io foi realizada de acordo com o protocolo
desci 1o por Harlow & Lane (1988) e Hudson
& Hay (1989), com algumas modificagdes
conforme recomendado pela Universidade da
Florida (1999).

Foram misturadas 1x10* células de bago com
1x107 células de mielomas em um tubo plastico
estéril de fundo cénico (Falcon, Sigma, EUA)
de 15mL . Apos a homogeneizagdo, as células
foram centrifugadas a 500xg (Centrifuga Fanen
Excelsa, Brasil) por 7 minutos em temperaturas
ambiente. Descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 0,8mL de polietilenoglicol — PEG
(Sigma, EUA) (apéndice 18) , previamente
aquecido a 37°C, durante 1 minuto. Logo em
seguida, adicionou-se SmL de meio RPMI 1640
(apéndice 16) livre de soro fetal bovino. durante
1 minuto e completou-se com 10 mL do mesmo
meio, durante S5 minutos. Realizou-se
centrifugagdo a 500xg por 10 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e as células foram
ressuspensas em meio HAT contendo 10 % de
soro fetal bovino (Sigma, EUA) (apéndice 19),
transferidas para o tubo plastico de fundo
conico (tipo Falcon) estéril de 50mL
completando-se com 35mL de meio HAT
contendo 10 % de soro fetal bovino e,
finalmente, transferiu-se 50pL do conteudo do
tubo para cada pocinho da microplaca de cultivo
celular de 96 pocinhos. Para a posigio A, da
placa foram transferidas células SP2/0-Agl4
com o objetivo de se realizar um controle da
eficacia do meio HAT (apéndice 19).

Sete microplacas foram incubadas, apos a fusdo,
em estufa para cultivo celular com atmosfera de
5% de CO, (Napco, EUA).

Foram realizadas avaliagbes ao microscopio
invertido (Olympus modelo 1X50, Japao) com
objetivas de 10 e 20 vezes e monitoramentos
diarios das células, necessitando-se trocar o
meio, quando o mesmo se apresentava de
coloragdo amarelada (acido).

O meio HAT (apéndicel9) foi utilizado para
manutenc¢do das células apés a fusdo, até que
todas as células do pocinho A, estivessem
mortas. A partir deste ponto, foi substituido pelo

meio HT (apéndice 20).
3.6.6 Selegdio dos hibridos apés a fusdo

A presenga de anticorpos contra o VBIG nos
sobrenadantes dos hibridos foi detectada por
ELISA, como descrito no item 3.5.2.

As placas foram sensibilizadas com o antigeno
diluido em tampdo carbonato bicarbonato
(apéndice 7), estocadas a 4°C por um periodo de
12 horas, lavadas em PBST 0,05% (apéndice 6)
e adicionadas de 50ul. dos sobrenadantes dos
hibridos, deixando a reagdo em repouso a 37°C
por 60 minutos.

O conjugado lg G de cabra anti-IgG de galinha
¢ fosfatase alcalina (SIGMA, EUA) (apéndice
12), foi adicionado e, finalmente o substrato p-
nitrofeniifosfato  p-NPP  (SIGMA, EUA)
(apéndice 13), aguardando o aparecimento da
cor para avaliagio em leitor de ELISA
(Microwell Reader modelo 550 BioRad, EUA)
com filtro de 405nm.

A partir das informagdes do ELISA, os hibridos
foram selecionados para o processo de
clonagem.

3.6.7 Expansdo dos hibridos

Apds a sele¢io dos hibridos produtores de
anticorpos contra o VBIG, por ELISA, os
mesmos foram submetidos ao teste de
immunoblotting para a sua caracterizagdo
quanto a especificidade e, posteriormente
expandidos com a finalidade de se obter numero
suficiente de células para a clonagem. O meio
HAT  (apéndice 19)  foi substituido
gradativamente pelo meio HT (apéndice 20) e
este pelo RPMI (apéndice 16) contendo 10% de
soro fetal bovino a medida em que os hibridos
iam sendo transferidos para placas de cultivo
celular de 24 e de 6 divisdes.

3.6.8 Clonagem

A clonagem foi realizada pelo método de
dilui¢do limitante de acordo com metodologia
descrita por Harlow & Lane (1988) e Hudson &
Hay (1989).

O método consiste em contagem das células
para a semeadura de 5 a 10 células por mL. As
células foram distribuidas, na diluigdo de |1
células/ pocinho, em 48 pocinhos das
microplacas de cultivo de 96 divisdes, que
continham macrofagos previamente cultivados




por 24 horas.

Os clones foram avaliados a cada 24 horas e
quando apresentavam-se estabelecidos, foram
testados por ELISA e immunoblotting para
posterior expansdo e congelamento.

3.6.9. Congelamento das células

As células foram congeladas seguindo
metodologia descrita por Campbell er al. (1984)
com algumas modificagdes. Foram
centrifugadas a 500xg durante 5 minutos,
ressuspensas em ImL de meio para
congelamento (apéndice 21) e transferidas para
criotubos, devidamente identificados. Os
criotubos foram acondicionados em frascos
contendo dlcool comercial e destinados ao
armazenamento a -70°C por um periodo de 12
horas de onde foram transferidas para a
estocagem em nitrogénio liquido.

3.7 Obtengiio do sobrenadante de cultura
contendo anticorpos monoclonais

Apds a centrifugagdo, os sobrenadantes das
culturas, contendo anticorpos monoclonais
produzidos in virroe foram colhidos em
condigdes assépticas e armazenados em garrafas
para cultivo celular, adicionados de azida sédica
e, finalmente, estocados a 4°C para realizacio
dos testes de caracterizagio quanto ao isotipo
(classe de anticorpo) e a especificidade (sitio de
reconhecimento em VBIG).

3.8. Caracteriza¢io dos
monoclonais

anticorpos

Foram realizadas as caracterizagdes quanto ao
isotipo pelo Kit de ELISA (American Qualex,
EUA) como descrito no item 3.8.2 e quanto a
especificidade pelo método de immunoblotting
realizado de acordo com o item 3.8.1.4.

3.8.1.Caracterizaciio quanto a especificidade
— Immunoblotting

3.8.1.1.Eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada segundo Laemmli
(1979), Cavanagh (1983) e Promega (1996)
com algumas modificagdes.

Os géis foram montados entre placas de suporte
de vidro (90 x 60mm) separadas por
espacadores de 0,75mm de espessura. Os géis
de poliacrilamida de separagdo ¢ de aplicagio

19

foram utilizados nas concentragdes de 10%
(apéndice 32) e 4% (apéndice 31),
respectivamente.

Antigenos purificados (item 3.3) das amostras
M41, A5968 e Ark-99 foram utilizados. A cada
antigeno, contendo 500pg proteina/mL, foram
adicionados 425 pL do tampdo da amostra 2x
(apéndice 26) e 50uL de 2-mercaptoetanol. Em
seguida, a amostra foi submetida a fervura por 5
minutos. Logo apos, foi transferido para o gel
de aplicagio, ja polimerizado entre as placas de
suporte.

Foram utilizados em todas as eletroforeses.
padrdes marcadores de peso molecular (175, 83,
62, 47.5, 32.5, 25 e 16.5 kDa), preparados de
acordo com recomendagdes do fabricante.

A corrida eletroforética foi realizada a 60V no
gel de aplicagdo e a 100V no gel de separagio.

Logo apods a corrida realizou-se a transferéncia
pelo método “Semi Dry” (item 3.8.1.2).

3.8.1.2. Transferéncia para a membrana de
nitrocelulose pelo método “Semi Dry”

Apos a eletroforese, o gel foi cuidadosamente
retirado das placas, e acondicionado em vasilha
plastica contendo tampdo de transferéncia
(apéndice 33), onde permaneceu, por um
periodo de 15 minutos, até a montagem do
aparelho para transferéncia (Semi Dry BioRad
de 110V BioRad, EUA).

Em seguida, foram utilizadas 2 folhas de papel

filtro e 1 membrana de nitrocelulose de 0,451 m
para cada gel.

A transferéncia foi realizada a 25V por 25
minutos.

Apoés a transferéncia, as membranas foram
lavadas com tampio de lavagem (apéndice 34),
envolvidas em filme de PVC e congeladas a -
20°C, para posterior revelagio. Ao final do
processo, o gel foi corado pelo azul de
Coomassie com a finalidade de avaliar a
eficacia da transferéncia.

3.8.1.3. Coloracio pelo azul de Coomassie

Apos a eletroforese o gel foi transferido para
uma solugdo fixadora (apéndice 36), onde
permaneceu por |5 minutos. Em seguida, o
mesmo foi colocado em um recipiente contendo
solugdo corante (apéndice 37) composta de




0,1% de azul brilhante (brillant blue ® 250) .
onde permaneceu por 30 minutos. Depois, foi
feita a descoloragdo. utilizando-s¢ uma solugio
descorante (apéndice 38) contendo acido
acético, até a obtengdo da diferenciagdo das
bandas.

3.8.1.4. Immunoblotting

A mem>rana de nitrocelulose com transferéncia
foi ¢ .ongelada em tampido dec lavagem
(apé' -'..e 34). Foram realizadas 3 lavagens com
tamp o de lavagem TBST (apéndice 34). com
duragdo de 5 minutos cada uma. em temperatura
ambiente. Bloqueou-se em tampdo de bloqueio
TBS (apéndice 35), por 90 minutos em
temperatura ambiente, sob agitagdo constante ¢
em seguida. foi acondicionada em aparetho para
fixagdio de membrana (Mini Protean ® II Multi
Screen BioRad, EUA). O sistcma subdivide a
membrana de nitrocelulose em 20 canaletas
indepententcs.

Foram adicionados 200 ul de sobrenadante de
cada hibrido a ser testado em cada canaleta do
aparelho, incubando-se a temperatura ambicnte
por 3 horas. Uma canaleta foi destinada para a
colocagiio do soro policlonal de camundongo
BALB/c, pré-testado em ELISA para VBIG M-
41, na dilmgio de 1:10 e outra para o
sobrenadante de SP-0-Agl4, a fim de servirem
como controle  positivo ¢  negativo,
respectivamente

Apods a incubagdo, as canaletas foram lavadas
com tampdo de lavagem TBST e foram
adicionados 200puL de conjugado IgG de cabra
molecula inteira de anti-lgG de camundongo
com fosfatase alcahina (SIGMA. EUA) na
dilnigdo de 1:10.000 em PBS com 1% de BSA.
recomendada pelo fabricante, sendo incubadas
por 60 minutos 4 temperatura ambiente ¢ sob
agitacdo constante.

Apbs a lavagem, foram adicionados 200pL de
substrato revelador para western blotting
(Western Blue® Stabilized Substrate  for
Alkaline Phosphatase, Promega. EUA).

3.8.2.Caracterizacio quanto ao isotipo

A 1sotipagem foi determinada utilizando-se o
Kit “Mouse monoclonal sub-1sotyping K51517
(American Qualex, EUA) d¢ acordo com as
recomendacdes do fabricante. Entre duas etapas
foram feitas trés lavagens com PBST.

O teste imunoenzimatico constituiu-se¢ de
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sensibilizagdo das microplacas de ELISA com
anticorpos de ovelhas anti-imunoglobulinas de
camundongos. incubando-se a 4 a 5°C durante
18 a 24 horas; bloqueio com tampdo dc
bloqueio e incubagdo em temperatura ambiente
por 60 minutos; adi¢gdo do sobrenadante dos
hibridomas incubando-s¢ por 60 minutos.
adic¢do de imunoglobulina de coelho contra cada
1sotipo de imunoglobulina da camundongo
incubando-s¢ por 60 minutos 4 temperatura
ambiente; adigdo de conjugado incubando-se
como descrito anteriormente; adicio do
substrato incubando-se em leitor de ELISA
(Microwell Reader Modelo 550, BioRad. EUA)
com filtro de 655nm.

3.9. ELISA aplicando os AcM anti-5;
produzidos pelos clones 4H,, 4D, e 4D,

Os clones 4H,. 4D- e 4D, sdo oriundos da
clonagem do hibridoma 3E., cujo sobrenadante
reagiv, no  immunoblontting com 0
glicopetptideo S, do virion de VBIG.

Os AcM produzidos por 4H,, 4D, e 4D, foram
avaliados no ELISA frente as amostras
brasilciras. com a finalidade de se detectar
afinidades antigénicas entre isolados de VBIG
de campo ¢ amostras de referéncia M41, SE17
(sorotipo  Geodrgia) e  H52  (sorotipo
Massachusetts- amostra  vacinal). Foram
utilizadas oito amostras de VBIG de campo,
297, 283, PM1, PM2, PM3, 351, 29-78 e 327.
listadas na Tabela 1. Estas foram isoladas pelo
professor José Sérgio Rezende, do Setor de
Doenga das Aves da UFMG, oriundas de lotes
de frangos de corte com historico de doenga
respiratéria ¢ sindrome nefrite-nefrose.. As
aliquotas dos antigenos foram previamente
padronizadas em sua composi¢do protéica
(Souza, 1999), contendo 200pg/mL.

Tabela 1: Caracterizagdo das amostras do virus
da bronquite infecciosa das galinhas
isoladas de casos clinicos da doenca

no Estado de Minas Gerais.
Numerode  Passagens Ano de Principais sinais
identificagdo em isolamento clinicos
das amostras  OEG/SPF
297 2 1983 R
283 2 1983 SNN
PMI1 3 1987 R
PM2 2 1987 R
PM3 2 1989 R
351 3 1984 SNN
29-78 6 1978 R
327 2 1983 SNN

FONTE: SOUZA. 1999
Notas: R- sinais respiratorios; SNN- Sindrome
nefrite-nefrose.

As amostras M41 ¢ SE17 foram obtidas do




ATCC e a amostra vacinal H52 foi adquirida,
em forma de vacina, do laboratdrio responsavel
pela distribuigdo da vacina.

Os antigenos foram preparados como descrito
anteriormente, no item 3.3.

O ELISA foi desenvolvido seguindo protocolo
realizado por Souza (1999).

O volume utilizado para cada reagente foi de

100pL. e, entre cada etapa, foram realizadas 4
lavagens com PBST (apéndice 6).

Para a sensibiliza¢ao das microplacas (Corning,
EUA), o antigeno foi diluido em tampdo
carbonato-bicarbonato  (apéndice 7)., na
concentragio de 200pg de proteina/mL.

Os AcM foram adicionados as microplacas e
incubados a 37°C, durante 60 minutos.
Adicionou-se o conjugado lgG de cabra anti-
lgG de galinha e fosfatase alcalina (apéndice
13), deixando em incubagido a 37°C por 30
minutos. Finalmente, adicionou-se o substrato
p-NPP (apéndice 14) deixando reagir a 37°C
durante 40 minutos, quando foi bloqueada com
NaOH 3N.

A leitura foi realizada com filtro 405nm em
leitor de ELISA (Microwell Reader modelo 550
BioRad, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Produgéo do antigeno

Dos 500 ovos embrionados utilizados para a
produgdo de cada partida de antigeno de VBIG,
obteve-se um volume total de 3.250mL de
ligtiido alantéide (LA) para as amostras M41 e
Conn e 3.000mL para a amostra Ark99, cujas
meédias de produgdo de LA por embrido podem
ser verificadas na Tabela 2.

Tabela 2: Média de produgdo de LA por
embrido de galinha para cada amostra

compativeis com a literatura consultada
(Cavanagh, 1983 e 1984).

O teste de HA realizado com as amostras de LA
para controle de qualidade ndo evidenciou efeito
hemaglutinante, descartando-se, dessa forma, a
possibilidade de contaminagdo com o virus da
doenga de Newcastle,

4.2. Dosagem protéica

A concentragdo de proteina avaliada pelo
método de Lowry, de cada amostra de VBIG foi
calculada a partir da absorvéncia encontrada no
reagente (albumina sérica bovina a Img/mL). O
valor da absorvancia é diretamente proporcional
a concentragio protéica da amostra padrio de
concentragdo conhecida. Os valores obtidos
podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3: Concentragdo protéica de amostras de

VBIG
Amostra Concentragdo mg/ml.*
M4 1 6.63
ARK99 11,2
A5968 542

de VBIG.
Amostra de  Quantidade de  Volume total Produgido
VBIG OEG* de LA média de LA
inoculada produzido [ OEG
M41' 500 3.250 6.5mL
ARK 99* 500 3.250 6.5mL
A5968' 500 3.000 6.0ml.

Notas: 1 Amostra M41, sorotipo Massachusetts:
2 Amostra Ark-99, sorotipo Arkansas; 3
Amostra A5968, sorotipo Connecticut; * OEG
ovos embrionados de galinha; **LA Ligiido
alantoide.

Os resultados obtidos nessa etapa sdo

*O método de Lowry com padrio de
soroalbumina bovina a Img/mL; leitura a
655nm (Microwell Reader, modelo 550 BioRad,
EUA).

O volume e a concentragio de proteina
antigénica obtidos foram suficientes para serem
utilizados durante todo o experimento.

4.3. ELISA para avaliacio do VBIG
purificado em gradiente de sacarose

Observou-se que a concentragdo Otima foi a
dilui¢do de 1:20 contendo 1,25pg de proteina
por pocinho, resultando em valores otimos de
absorvancia para uma boa discriminagio dos
soros positivos e negativos, bem como para que
houvesse economia de antigeno.

Esses resultado obtidos assemelham-se aos de
Koch et al. (1986) que relataram a utilizagdo de
0,5 a 1,0pug de proteina por pocinho para a
sensibilizagdo de microplacas de ELISA para
VBIG.

4.4. lmunizac¢do dos camundongos

As cinco fémeas de camundongo da linhagem
BALB/c imunizadas apresentaram titulos de
anticorpos superiores a 25.600. Apresentaram,
portanto uma excelente resposta humoral
especifica contra o VBIG, avaliada por ELISA,
resultante da adogdo de um eficiente programa
de imunizacio.




4.5. Produgio dos hibridomas

Foram realizadas 3 fusdes durante o
experimento. Duas utilizando esplencdcitos
frescos diretamente coletados de camundongos
e uma utilizando esplenocitos que passaram por
u  processo de congelamento prévio. Os
p ciros hibridomas estabeleceram-se em
torio do décimo quinto dia apoés a fusdo,
quando foram testados por ELISA para avaliar a
presenca de anticorpos especificos contra a
amostra M4 1 de VBIG.

Nas microplacas de cultivo, cujas fusdes foram
realizadas com esplendcitos frescos,
detectaram-se 36 cultivos individualizados
contendo células hibridas positivas. Na fusao
com esplendcitos congelados 17 cultivos foram
detectados. Os resultados corresponderam a
2,6% do total de cultivos para as duas primeiras
fusdes e 2,5% para a ultima fusdo, indicando e
sugerindo a possibilidade de se compor um
banco de células de bago congeladas capazes de
produzir hibridomas vidveis sendo, portanto,
desnecessaria a manutengido dos camundongos
por um longo periodo e garantindo, assim, a
disponibilidade de  esplendcitos  quando
necessarios. Os resultados obtidos nessa fusdo
assemelham-se aos relatados por Marusich
(1988), que produziu hibridomas vidveis
utilizando esplenacitos previamente congelados.

Os principais hibridomas resultantes da fusdo
utilizando-se  esplendcitos  frescos  foram
selecionados e denominados de acordo com sua
posi¢do na placa de cultivo e aqueles resultantes
da fusdo com esplendcitos congelados, apos a
avaliagdo por ELISA, para verificar a presenga
de anticorpos especificos contra M41 de VBIG,
receberam a denominagio BC seguida de
numeragdo seqiiencial, para diferenciar cada
cultivo individualizado e foram congelados e
estocados em nitrogénio ligliido para trabalhos
futuros.

4.6. Caracterizacio dos sobrenadantes dos
hibridomas quanto a especificidade

Apos a selegdo por ELISA, um immunoblotting
foi realizado com o sobrenadante dos
hibridomas a fim de caracteriza-los quanto a sua
especificidade em relagio os componentes
antigénicos da amostra M41 de VBIG.

Na tabela 4 podem ser verificados os resultados
do immunoblotting dos hibridomas.

Tabela 4. Resultados da caracterizagdo por
western blotting dos anticorpos
quanto  a reatividade aos
componentes protéicos estruturais
da amostra M41 de VBIG.

Sobrenadantes Pesos Reatividade
dos Moleculares
Hibridomas Kda das
proteinas
1C, 180 - 170 S
3E;* 180 - 170 S
2E; 180 - 170 S
1E; 180 -170 S
4E, 180 - 170 S
3E, 90 S,
3E; 84 S,
2D, 84 S,
1Cy 84 S,
3B 84 S,
1C, 54 N
2C, 30 M
1B, 84 e 54 Multiclonal
1Cq Multiclonal Multiclonal
1Bg Multiclonal Multiclonal
3By Multiclonal Multiclonal
3Fs Multiclonal Multiclonal
3Cs Multiclonal Multiclonal
3D; Multiclonal Multiclonal
3Dy, Multiclonal Multiclonal
3F; Multiclonal Multiclonal
2H, Multiclonal Multiclonal
3E; Multiclonal Multiclonal
3G, NR NR
1G, NR NR
1E, NR NR
2H, NR NR
3C, NR NR
1H, NR NR
1B NR NR
3D, * NR NR

Notas: S — reagiu com a proteina integra; S, —
reagiu com a subunidade S, da espicula; S, —
reagiu com a subunidade S, da espicula; N -
reagiu com a nucleoproteina; M — reagiu com a
glicoproteina da membrana; NR — ndo reagiu no
teste; * posigdes repetidas dos pocinhos.

Seguindo o objetivo do projeto, selecionou-se o
hibrido 3E, que reagiu com o glicopeptideo S,
para clonagem e expansdo. Os demais
hibridomas foram congelados para trabalhos
futuros.

Apos o estabelecimento dos clones 4H,, 4D- ¢
4D, produzidos a partir do hibrido 3E, e nova
avaliagdo por ELISA, aqueles que reagiram no
ELISA, foram testados frente as trés amostras
de VBIG: M4l; ARK99 e AS5968 em




immunoblotting.  Os
observados na figura 1.

resultados podem  ser

Figura 1 Immunoblotting dos clones 4H,, 4D,
[ 4Dt)

Ark 99 M4l AS968 M4l

4H1 4D7 4D9 4H1 4D7 4D9 4H14D74D% CP P

Notas: Ark-99: amostra do sorotipo Arkansas;
M41: amostra do sorotipo Massachusetts;
CONN: amostra A3968 do  sorotipo
Connecticut: CP- Controle positivo (soro do
camundongo imunizado com VBIG): P- Padrdo
de peso molecular; reacdo positiva em destaque.

Pode-se verificar que os AcM 4H;: 4D- e 4Dy
oriundos da clonagem de 3E-, sdo especificos
para a subunidade S; da amostra M41 do VBIG.
pois 0S mesmos Ndo reagiram com as outras
duas amostras utilizadas no immunoblotting.

Os resultados estdo de acordo com a literatura
consultada. Cook (1997) relata que anticorpos
monoclonais contra S; da glicoproteina S
representam ferramentas de alta especificidade
no cstudo de amostras de VBIG. Cavanagh er
al. (1992) também afirmam que diferencgas
sorologicas entre amostras de VBIG isoladas
conceniram-se na chamada regido hipervaridvel
da subunidade S, .

Mockett er al. (1984) produziram anticorpos
monoclonais contra S; evidenciando a sua
especificidade apenas para a amostra M41 de
VBIG ¢ possibilidade de utiliza-los em testes
de imunodiagnostico.

Souza (1999) relatou a utilizagdo de ELISA
com anticorpos monoclonais contra §
constatando que a padronizacdo do ensaio foi
cficiente para diferenciacdo antigénica de
amosiras isoladas de VBIG.

4.7. Caracterizacio dos anticorpos quanto ao
isotipo

No teste de ELISA realizado com o kit de
isotipagem da American Qualex os anticorpos
produzidos pelos clones 4H,;, 4D, ¢ 4D foram
caracterizados como sendo da classe das
imunoglobulinas G (IgG) e subclasse IgG 2a.
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4.8. ELISA utilizando os AcM
<.
O ponto de corte foi determinado pela média
das absorvincias do controle negativo (VDN)
acrescida de trés desvios-padrdo. O resultado
obtido foi de 0.060.
O teste foi realizado em duplicata ¢ o resultado
de sua absovancia foi obtido da média destes
dois testes para cada AcM frente as amostras
testadas.
Os resultados podem ser observados na Tabela
5 e Figura 2.
Tabela 5. Valores médios das absorvancias das
amostras de VBIG testadas cm
ELISA  frente aos  anticorpos
monoclonais anti-S; produzidos pelos
clones 4H;: 4D- e 4Dy
Absovincia dos AcM
Amostras 4D+ 4Ds 4H,
SE17 0.012 0.018 0.010
H52 0.806 0.801 0.826
M41 0.106 0.098 0.103
PM1 0.103 0.801 0.090
PM2 0.094 0.098 0.089
297 0.040 0.038 0.043
293 0.046 0.037 0.048
351 0.041 0.050 0.043
PM3 0.039 0.043 0.040
29-78 0.055 0.058 0.050
327 0.041 0.037 0.039
Notas: SEl17-sorotipo  Georgia  SPAFAS
Norwich, CT-EUA 06360-1301; H52 — amostra
vacinal; valores em negrito sdo superiores ao
ponto de corte = 0.060.
Figura 2. Valores médios das absorvincias das
amostras de VBIG testadas ecm
ELISA  frente aos  anticorpos
monoclonais anti-S, produzidos pelos
clones 4H;; 4D; e 4Dy
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Analisando os resultados da Tabela 5 e Figura
2. pode-s¢ observar que os AcM produzidos
pelos clones 4D-, 4D e 4H,; reagiram frente as
amostras M41. PM1, PM2 e H52 com valores
de absorvancia acima do ponto de corte




determinado no ensaio. As reagdes dos AcM
4H, ¢ 4D- foram mais intensas contra o
antigeno de H52 (Tabela 2). que podem estar
relacionadas com maior concentragio de
particulas virais neste antigeno. considerando
sua maior adaptagdo ao cultivo em embrides de
galinhas que as demais amostras. apesar dc
haver padronizagio quanto a concentragio
protéica.

As demais amostras testadas apresentaram
absorvancia abaixo do ponto de corte, ou seja.
ndo foram reconhecidas pelos AcM.

As amostras que apresentaram valores médios
de absorvdncia superiores ao ponto de corte,
possuem afinidades antigénicas em relagdo a
amostra M41 de VBIG e aquelas com valores de
absorvincia inferiores ao ponto de corte ndo
possuem afinidades antigénicas com a amostras
utilizadas na produgiio dos AcM, traduzindo a
hipervariabilidade da regido a qual estes
anticorpos siio direcionados.

E importante ressaltar que as amostras PMI,
PM2 e PM3 sdo oriundas de uma mesma regido
do Estado de Minas Gerais. onde a atividade
avicola ¢ intensificada concentrando-se grande
densidade de aves. Os anticorpos monoclonais
utilizados no ELISA nio reagiram com a
amostra PM3. revelando um valor de
absovancia inferior ao ponto de corte.
traduzindo que a amostra ndo possui relagdo
antigénica com a M4l do  sorotipo
Massachusetts.

Os resultados obtidos estdo coerentes com a
literatura. Mockett et a/ (1984) testaram AcM
produzidos contra S, da amostra do VBIG frente
a diversas amostras, verificando que os mesmos
reconheceram somente M41. Souza (1999)
utilizando AcM contra S; de M41 em ELISA.
verificou que existem amostras isoladas de
granjas do Estado de Minas Gerais que nio
possuem identidade antigénica com o sorotipo
Massachusetts, utilizado em programas de
vacinagdo.

5. CONCLUSOES

Foram produzidos AcM especificos contra
componentes estruturais responsaveis pelo
aspecto sorologico do virus da bronquite
infecciosa das galinhas ¢ sua avaliagdo foi
efetuada no estudo de amostras de referéncia ¢
1soladas de BIG de campo.

Foram produzidos os AcM 4D7, 4DY E 4HIL.
especificos contra a gheoproteina S1 da amostra M4
do virus da bronquite infecciosa das galinhas ¢
caracterizados como I1gG ¢ subclassc 1gG 2a,

24

Foram avaliados os AcM 4D7. 4D9 E 4H1 anti-
S1 de M41 frente as amostras de referéncia M41
(sorotipo Massachusetts). AS5968 (sorotipo
Connecticut) e Ark-99 (sorotipo Arkansas) em
immunoblotting comprovando a especificidade
para M41.

Foram avaliados os AcM 4D7, 4D9 E 4HI
frente as amostras de referéncia SE-17 (sorotipo
Georgia) ¢ H52 (amostra vacinal do sorotipo
Massachusetts), em ELISA. comprovando sua
especificidade contra amostras de diferentes
origens (M41 e HS52) integrantes do sorotipo
Massachusetts.

A especificidade dos AcM 4D7, 4D9 E 4HI ¢
possivelmente de espectro que abrange
diferentes amostras do sorotipo Massachusetts.

Foram avaliados os AcM frente a oito 1solados de
VBIG de campo 29/78, 283/83, 297/83, 327/83,
351/84, PM1/87, PM2/87 ¢ PM3/89 em ELISA, com
detec¢@o apenas dos 1solados PMI1 e PM2, o que
indica serem classificaveis no sorolipo
Massachusetts. As demais foram antigenicamentc
diferentes da amostra M41 e podem ser
sorologicamente  diferentes do  sorotipo
Massachusetts.

Os AcM 4D7, 4D9 E 4H1 podem ser ferramentas

para o estudo epidemiologico de amostras de
VBIG.

A fusdo de células de mieloma com
esplenocitos previamentce congelados resultou
na produgdo de hibridos viaveis, traduzindo a
possibilidade de formagio de um banco de
células de bago de camundongos imunizados
com uma ampla variedade de antigenos de
acordo com o interesse de cada laboratorio.
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6. APENDICES
APENDICE 1 -PBS Ix

Solugdo estoque 10x

NaCl 80g
KH,PO4 2g
Na,HPO,+12H,0 29¢g
KCl 2g
Agua MilliQ 18MQcm 1000mL
PBS 1x

Splucéo Estoque 10x 100mL
Agua MilliQ 18MQcm 900mL

APENDICE 2 - Solugio Saturada de sulfato
de amonia (SSSA)

Sulfato de Amoénia 500g
Na,HPO,+12h,0 154¢
Agua MilliQ 18MQem 500mL
APENDICE 3 - PMSF

PMSF 3.2g
Etanol pa (MERK) 3,5mL
APENDICE 4 — Tampdo NET

NaCl 5.85¢
EDTA 0.292¢
Tris-HCI1 (PM: 157,6) 0,261¢g
Tris base (PM: 121,1) 1,010g
Agua MilliQ 18MQcm 1000mL
APENDICE 5 — Solugdes de Sacarose
Solugéo estoque de sacarose

Sacarose 171g
Tampédo NET 90mL

Solugdes de sacarose de concentragdes
diferentes (25% a 55%)

Concentragio  Volume da Volume de indice de
Desejada solugdo mL tampdo refragdo
66% NET mL
25% 3.20 10 1,3689
30% 3,95 10 1,3758
35% 4,75 10 1,3829
40% 5,55 10 1,3902
45% 6.35 10 1,3978
50% 7.15 10 1,4036
55% 8.00 10 1.4170
APENDICE 6 - PBST
PBS 10x (apéndice 1) 100mL
Tween 20 0.5mL
Agua MilliQ 18MQcem 900mL

(3]
h

APENDICE 7 - Tampio
Bicarbonato

Carbonato/

Solucio estoque A
NaCO; Carbonato de sodio anidro 21.2g
Agua MilliQ 18.2MQcm g, 1000mL

Solug¢do estoque B
NaHCO; 16,8

Agua MilliQ 18.2MQem 1000mL
Tampdo carbonato/ bicarbonato

Solugdo estoque A 16mL
Solugdo estoque B 34mL
APENDICE 8 - Tartarato de sédio e potassio

4%

Tartarato de sodio e potassio 2g
Agua MilliQ 18MQcm 50mL
APENDICE 9 - lg

Sulfato de cobre 2%
Sulfato de cobre
Agua MilliQ 18MQcm 50mL

APENDICE 10—~ NaCO; (Carbonato de
sédio) 3% em NaOH

0,IN

Solugdo de NaOH (3N) 3. 4mL
Agua MilliQ 18MQcm 100mL
NaCO; 3g
APENDICE 11 - Solugio 1

Solugdo de tartarato de

sodio e  potassio

(apéndice 11) 0,ImL
Sulfato de cobre 2%

(apéndice 12) 0.ImL
Solugdo de NaOH

0,IN (apéndice 13) 4,8mL
APENDICE 12 - Conjugado

PBST Recomendagdes

Anti IgG + Fosfatase alcalina  do fabricante

APENDICE 13 - PNPP a Img/mL em
dietanolamina

Pastilhas de pNPP (10mg) | pastilha
Tampao dietanolamina 10mL

* Diluigdo recomendada




APENDICE 14 — Substrato p-Nitrofenil
! fosfato (pNPP)

Tampio dietanolamina pH 8,6

Dietanolamina 97mL
NaN3 0.2g
MgCl,+6H,0 100mg
HCI 20mL
Agua MilliQ 1000mL

18.2MQem

Ateng¢do: Azida sédica é téxica por inalagdo e
contato

APENDICE 15 - NaOH 3N

NaOH 30g
Agua MilliQ 18,2MQcm 250mL

APENDICE 16 — Meio RPMI 1640 (SIGMA )

Meio RPMI 1frasco
NaHCO; 2g
Solugdo de HCI (3N) 50mL
Solugdo antib. antim.

p/ cultivo celular 10mL
Sulfato de gentamicina

(10mg) 1 ampola
Soro fetal bovino

testado p/ hibridomas 100mL
Agua MilliQ 18MQcm 1000mL

APENDICE 17 — Azul de Tripan 0,3%

Azul de tripan 0,3g
Agua MilliQ 100mL
18,2MQcm

APENDICE 18 - Polietilenoglicol (PEG)
PEG (PM: 1300-1600)

autoclavado 5g
PBS autoclavado 10mL

APENDICE 19 — Meio HAT

Meio RPMI 450mL
HAT meio suplemento 1 frasco
5x

Soro fetal bovino

testado p/ hibridomas 50mL
Solug@io antib. antim.

p/ cultivo celular SmL

Sulfato de gentamicina lampola
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APENDICE 20 — Meio HT

Meio RPMI 450mL

HT meio suplemento 1 frasco
5x

Soro fetal bovino

testado p/ hibridomas 50mL
Solugdo antib. antim.

p/ cultivo celular SmL
Sulfato de gentamicina lampola

APENDICE 21 — Meio de congelamento

DMSO (dimetil sulféxido) ImL
Soro Fetal bovino testado
p/ hibridomas 9mL

APENDICE 22 - Solugio  estoque  de
antibiético

Penicilina G potassica 1 frasco
1.000.000 UI

Sulfato de Estreptomicina Ig 1 frasco
Sulfato de gentamicina 10mg 2 ampolas
Agua MilliQ 18MQcm 10mL

autoclavada

APENDICE 23 — Tampiao 1,5M Tris HCI pH

8,8
Tris base (PM: 121,1) 15,15219¢
Tris HCI 3,92739g
Agua MilliQ 18MQcm 100mL
APENDICE 24 - Tampio 0,5M Tris HCI pH
6,8
Tris base (PM: 121,1) 0,28952¢g
Tris HCI 0,50333¢g
Agua Mill 100mL
iQ 18MQcm
APENDICE 25 - SDS 10%
SDS lg
Agua MilliQ 18MQcm 10mL
APENDICE 26 - Tampdo de amostra 2x
PROMEGA
Azul de bromofenol 100pug
0,5M Tris HC1 6,8 (apéndice 24 ) SmL
SDS 10% (apéndice 25) 2mL
Agua MilliQ 18MQcm 3mL

APENDICE 27 - APS 10%

APS 100mg
Agua MilliQ 18MQcm ImL




APENDICE 28 - Solugdo estoque de
acrilamida 40%

Atenc¢do: Acrilamida € neurotéxica por
inalacdo e contato

Acrilamida 40g

Bis-acrilamida 1,1g

Agua MilliQ 18MQcm 100mL

APENDICE 29 — Tampido do Gel de corrida
4x

1,5 Tris HCI 8,8 (apéndice 27) 100mL

SDS 0,4g

APENDICE 30- Tampio do Gel de
aplicagio 4x PROMEGA

0,5 Tris HCI 6,8 (apéndice 26) 100mL
SDS l4g

APENDICE 31 - Gel de aplicagiio 4%

Agua MilliQ 18 2MQcm 6.4mL
Solugdo estoque de acrilamida 40% 1,0mL
Tampdo do gel de aplicagdo 4x 2,5mL
APS 10% 100pL
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil

etilenodiamino) 10uL

APENDICE 32 - Gel de corrida 10%

Agua MilliQ 18,2MQcm 4.9mL
Solugdo estoque de acrilamida 40% 2,5mL
Tampdo do gel de aplicagéo 4x 2,5mL
APS 10% 100l
TEMED (N,N,N’ N’-tetrametil 10puL
etilenodiamino) 10uL

APENDICE 33 - Tampio de transferéncia

Tris base (PM: 121.1) 5.82g
SDS 10% 3,75mL
Glicina SDS 10% 2.93g
Metanol 200mL
Agua MilliQ 18MQcm 800mL

APENDICE 34 — Tampio de lavagem

Tris base PM 121,1g 6.055g
NaCl 8.766¢
Tween 20 0,5mL
Agua MilliQ 18 2MQcem 1000mL

APENDICE 35 - Tampio de Blogueio

Albumina sérica bovina Sg
Tris base 0,6g
NaCl 0,9¢

Agua MilliQ 100mL

APENDICE 36 — Solugdo fixadora

Metanol 100mL
Acido acético 50mL
Agua MilliQ 18,2MQcm 1000mL

APENDICE 37~ Solugdio corante para
proteinas (Coomassie)

Brilhante Blue R-250 lg
Agua MilliQ 18.2MQcm 100mL
APENDICE 38 — Solugio descorante

Acido acético 70mL
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL

APENDICE 39 - Tampio de corrida 5x

Tris base (PM: 121,1) 15,0g
Glicina 72,0g
SDS 5.0g
Agua MilliQ 18MQcm 1000mL




7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS A. K.; LICHTMAN, A. H.; POBER, J.
S. Imunologia Celular e Molecular. 2 ed.
Rio de Janeiro: RevinteR, 1998, 469 p.

BHATTACHARJEE: NAYLOR., C. J. ;
JONES, R. J. A simple method for
immunofluorecence staining of tracheal
organ cultures for the rapid identification
of infectious bronchitis virus. Avian
Pathology, v. 23, 1994, p. 471-480.

BLANN, A. B. Cell hybrids an important source
of antibody production. Med. Lab. Sci. v.
36, 1979, p. 329.

BOURSNELL, M. E. G;; BROWN, T. D. K;;
BINNS, M. M. Sequence of the membrane
protein gene from avian coronavirus IBV.
Virus Research, 1, 1984, p. 303 -313.

CAMPBEL, A. M. Monoclonal antibody and
immunosensor technology. Amsterdam:
Elsevier, 1991. 427p.

CAMPBEL, A. M. In: BURDON, R. H;
KNIPPENBERG, P. H. Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology -  Monoclonal  Antibody
Technology. v. 13 New York Elsevier Sci.,
Oxford, 1984.p.265.

CAVANAGH, D.; NAQIL S. A. Infectious
Bronchitis. In: CALNEK, B. W.;
BARNES, H. J. ; BEARD, C. W. et. al.
Diseases of Poultry. 10® ed. lowa, USA:
Poultry lowa State University Press, 1997.
p. 510-527.

CAVANAGH, D.; DAVIS P. J. Coronavirus
IBV: relationships among recent European
isolates by limited proteolysis of virion
glycopolipeptides. Avian Pathology, v. 16,
n. 1, 1987, p. 1-13.

CAVANAGH, D. DAVIS, P.J. COOK, J. K. A.
et al. Location of the amino acid
differences in the S, spike glycoprotein
subunit of closely related serotypes of
infectious virus. Avian Pathology, v. 21, n.
1, 1992, p. 33-43.

CAVANAGH, D. er al. Induction of humoral
neutralising and  haemagglutination-
inhibiting antibody by the spike protein of
avian infectious bronchitis virus. Avian
pathology, v.13, 1984, p. 573-583.

28

CAVANAGH, D. Coronavirus IBV: Further
evidence that the surface projections are
associated with two glycopolypeptides.
Journal General of Virology, v.64, 1983,
p. 1787-1791.

CHUBB, R. C.; CUMMING, R. B. The use of
gel diffusion precipitin technique with
avian infectious bronchitis nephritis virus.
Australian Veterinary Journal., v. 47,
1971, p. 496-499.

COOK, J. K. A. Diagnéstico de la Bronquitis
Infecciosa In: XVI CONGRESSO
LATINOAMERICANO DE
AVICULTURA 1999, Anais...Peru, 1999,
p. 25-27.

COOK, J. K. A. Bronquite Infecciosa Aviaria:
Situagdo mundial e distribuigdio de
sorotipos.  In:  SIMPOSIO  SOBRE
SANIDADE AVICOLA, 1997, SAO
PAULO. Anais... Sdo Paulo: Facta, 1997.
p. 13-27.

COOK, J. K. A; ; BROWN, A. J. .
BRACEWELL, C. D. Comparison of the
haemagglutination inhibition test and the
serum neutralisation test in tracheal organ
cultures for typing infectious bronchitis
virus strains. Avian Pathology, v. 16, 1987,
p. 505-511.

COOK, J. K. A.; SMITH, H. W.; HUGGINS,
M. B. Infectious bronchitis immunity: Its
study in chickens experimentally infected
with mixtures of infectious bronchitis virus
and E. coli. Journal of Genéral Virology,
v. 67, 1886, p. 1427-1434.

COOK, J. K. A.; HUGGINS, M. B. Newly
isolated serotypes of infectious bronchitis
virus: Their role in disease. Avian
Pathology, v.15, 1986, p. 129-138.

DARBYSHIRE, J. H. COOK, J. K A
PETERS, R. W. Comparative growth
kinetic studies on avian infectious
bronchitis virus in different systems.
Journal of Comparative Pathology, v.85,
1975, p. 623-630.

FABIO, J. Bronquite infecciosa das galinhas:
aspectos clinicos e controle da BIG no
Brasil. In: CONFERENCIA APINCO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA
AVICOLAS. 1993  Anais...Campinas:
Facta, 1993, p. 1-6.




EL-HOUADFI, M. D.;: JONES, R. C.: COOK J.
K. A. e al. The isolation and
characterization of six avian infectious
bronchitis viruses isolated in Morocco.
Avian Pathology, v. 15, 1986, p. 93-105.

ENDO-MUNOZ, L. B.: FARAGHER, J. T. A
fluorescence test in allantoic cells for the
detection of infectious bronchitis virus.

Australian Veterinary Journal, v. 66,
1989, p.10.

ENGVALL, E.; PERLMANN, P. Enzyme
linked immunosorbent assay — ELISA. 111
Quantification of specific antibodies by
enzyme labelled anti-immunogloblin in
antigen coated tubes. J. Immunol., v. 109,
1972, p. 129-135.

GODIN, J. W.  Antibody production by
hybridomas. Journal Immunology
Methods, v. 36, 1980, p. 285-308.

GOUGH, R. E.. ALEXANDER, D. J.
COLLINS, M. S. er al. Routine virus
isolation or detection in the diagnosis of
diseases in birds. Avian Patology, v.17,
1988, p. 893-906.

HARLOW, E. LANE, D. Antibodies, A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, USA, 1988, 726 p.

HIPOLITO, O.; BOTTINO, J. A.; PINTO, A.
A. Estudo de duas amostras de virus
isoladas de casos da sindrome nefrite-
nefrose das galinhas no Brasil. Ciéncia e
Cultura, v.25, 1973, p. 569.

HIPOLITO, O. isolamento e identificagio do
virus da bronquite infecciosa das galinhas
no Brasil. Arquivos da Escola Superior de
Veterinaria (Minas Gerais), v. 10, 1957,
p.131-163.

HOPKINS, S. R.; YODER, Jr. H. W. Reversion
to virulence of chicken passaged infectious
bronchitis vaccine virus. Avian Disease, v.
30, 1986, p. 221-223.

HUDSON, L.; HAY, F. C. Pratical
Immunology, 3 ed. Oxford, 1989, p. 507.

INGNJATOVIC, J.:. GALLI, L. The §,
glycoprotein of avian infectious bronchitis
virus induces protection in vaccinated
chickens. Archives of Virology, n. 138,
1994, p.117-134,

JACKWOOD, M. W.: KWON, H. M. HILT, D.
A. Infectious bronchitis virus detection in
allantoic fluid using the polymerase chain
reaction and a DNA probe. Avian
Diseases, v. 36, n. 1-2, 1992, p. 403-409.

JONSSON, L.C.O.; ENGSTROM, B. E
Immunohistochemical detection of
infectious bursal disease and infections
bronchitis virus antigens in fixed paraffin
embebedded chicken  tissues. Avian
Pathology v.15, 1986, p. 385-393.

JUNGHERR E. L.; CHOMIAK, T. W.
LUGINBUHL, R. E. Immunologic
differences in  strain  of infectious
bronchitis virus. Proceedings of the 60"
Annual Meeting of the United States
Livestock Sanitary Association, Chicago,
Ilinots, 1956, p.203-209.

KARACA. K. ;: NAQI, S. GELB, J. Productiona
and characterization of monoclonal
antibodies to three infectious bronchitis
virus serotypes. Avian Diseases, v. 36,
1992, p. 903-915.

KINDE, H. DAFT, B. M.; CASTRO, A. E. et
al. Viral pathogenesis of anephrotropic
infectious bronchitis virus isolated from

commercial pullets. Avian Diseases, v.35,
1991, p. 415-421.

KOCH, G.;: HARTOG, L.; KANT, A. e al.
Antigenic  differentiantion  of  avian
infectious bronchitis virus variant strains
employing monoclonal antibodies. Isr. J.
Vet. Med., v.42,n.2, 1986, p. 89-97.

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

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural
proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T 4. Nature, v. 227, 1970, p.
680-686.

LAI, M. M. M.; CAVANAGH, D. The
molecular biology of coronaviruses.
Advances in Virus Research, v. 48, 1997,
p. 1-100.

LIDDELL, J. E.; CRYER, A. A4 pratical guide
to monoclonal antibodies. Ontario: John
Wiley & Sons. 1991. 188p.




LOHR, J. E. Diagnosis of infecctious bronchitis
(IB) by examination of tracheal mucus for
IB-precipiting antigens. Avian Diseases,
25, 1981, p. 1058-1064.

MARQUARDT, W. W.; SNYDER, D. B.
SCHLOTTHOBER, B. A. Detection and
quantification of antibodies to infectious
bronchitis virus esnzyme-linke
immunosorbent assay. Avian Diseases,
v.25, 1981, p. 713-722.

MARUSICH, M. F. Efficient hybridoma
production using previously frozen
splenocytes. Elsevier Science Publishers
1988, p. 155-159.

MOCKETT, A. P. A; COOK, J. K. A. The
detection of specific IgM to infectious
bronchitis virus in chickens serum using
an ELISA. Avian Pathology, v. 15, n. 3,
1986, p. 437-446.

MOCKETT, A. P. A, CAVANAGH, D;
BRAWN, T. D. K. Monoclonal antibodies
to spike and membrane proteins of avian
infectious bronchitis coronavirus strain
massachusetts M41 Journal of General
Virology, v. 1984, p. 2281-2286.

MOCKETT, A. P. A.; DARBYSHIRE, J. H.
Comparative studies with na enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) for
antibodies to infectious bronchitis virus.
Avian Pathology, v. 10, 1981, p. 1-10.

MONREAL, G.; BAUER, H. J.; WIEGMANN,
J. Comparison of the enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA),
haemagglutination inhibition test and agar
gel precipitation test for detection of
antibodies to avian infectious bronchitis
virus. Avian Pathology, v. 14, 1985, p.
421-434,

NAQI, S. A. A monoclonal antibody-based
immunoperoxidase procedure for rapid
detection of infectious bronchitis virus in
infected tissues. Avian Diseases, 34, 1990,
p. 893-898.

NAQI S. A.; KARACA, K.; BAUMAN, B. A
monoclonal antibody based antigen
capture enzyme linked immunosorbent
assay for identification of infectious
bronchitis  virus  serotypes.  Avian
Pathology, v.22, n.3, 1993, p. 555-564.

30

OWEN, R. L.; COWEN, B. S. HATTEL, A. L.
et al. Detection of viral antigen following
exposure of one-day-old chickens to the
Holland-52 strain of IBV. Avian
Pathology, v. 20, 1991, p. 663-673.

PROMEGA Protocols and applications guide. Ed.
Promega  Corporation, 3%d.. 279-304.
(cat#pl610). 1996.

RAJ, G. D.: JONES, R. C. Infectious bronchits
virus: immunopathogenesis of infection in
the chicken. 4vian Pathology, n. 26, 1997,
p. 677-706.

SALLE, C. T. P.; SILVA, A. B.; MORAES, H.
L. S.. BRAGA, A. C. Bronquite
infecciosa: diagndstico, prevengio e
amostras variantes. Boletim do Instituto de
Pesquisas Veterinadrias “Desidério
Finamor” v. 10, 1988, p. 87-97.

SCHALK, A. F.; HAWN, M. C. An apparently
new respiratory disease of baby chicks. J.
American Veterinary Medicine
Association, v. 78, 1931, p. 413- 422,

SCHMIDT, V. Bronquite infecciosa das
galinhas In: Beer, J. Doengas infecciosas
em animais domésticos. Sdo Paulo: Roca
LTDA. 1988. v. 1 p. 233-236.

SOULA, A.. MONREAU, Y. Antigen
requirements and specificity of microplate
enzyme-lincked immunosorbent assay
(ELISA) for detecting infectious bronchitis
viral antibodies in chicken serum. Archives
of Virology., v.67, 1981, p. 283-295.

SOUZA, M. B. Afinidades antigénicas de
amostras de campo do virus da bronquite
infecciosa das galinhas com a amostra
Massachusetts M41. Belo Horizonte
UFMG - Escola de Veterinaria, 1999, 75p.
Dissertagdo (Mestrado)

WENTZ, 1. Bronquite Infecciosa: que cepa
vacinal usar? In: CONFERENCIA
APINCO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
AVIARIAS, 1992, Santos. Anais... Santos:
Facta, 1992, p. 165-167.

WINTERFIELD, R. W.; HITCHNER, V. M. D.
Etiology of infectious nephritis-nephrosis
syndrome of chickens. American J. Vel
Res. V. 23,1962, p. 1273-1279.




YAGYU, K.: OHTA, S. Detection of infectious
bronchitis virus antigen from
experimentally  infected chicken by
immunofluorescent assay with monoclonal
antibody. Avian Diseases, v. 34, 1990, p.
246-252.

YOSHIDA, N.. NUSSENVWEIG, R. S.
POTOCNJAK. P er al. Hybridoma

¢ produces protective antibodies directed
4 against the sporozoit stage of malaria
¢ parasite. Science, v.207, 1980, p.71-73.

)

®

{




