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RESUMO

Foram produzidos anticorpos monoclonais (AcM) contra as proteinas N (53KDa) ¢ S, (82KDa) do virus
da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG) amostra M41 (sorotipo Massachusetts). Os hibridos
secretores foram originados da fusdo de células da linhagem Sp2/0-Agl4 e linfocitos B de camundongos
Balb/c previamente imunizados com VBIG integro. Um ELISA foi utilizado para a detecgido dos
hibridomas produtores de AcM especifico contra VBIG. Trinta ¢ seis hibridos produtores de AcM
rcagentes no ELISA foram gerados. Destes. foram selecionados dois AcM. da subclasse IgGl. que
reagiram contra as proteinas N (N3D4) ¢ S, (S12B2) de VBIG da amostra M41 em western blotting.
Estes AcM foram também capazes de reconhecer antigenos das amostras Ark-99 (sorotipo Arkansas) ¢
A5968 (sorotipo Connecticut) do VBIG no western blotting. No ELISA. o AcM contra a porgdo
compativel em peso molecular com S, (S12b2) reconheceu as 11 amostras estudadas, sendo 8 amostras
brasileiras (M41, SE-17, H52, 297, 283. PM-1, PM-2, PM-3, 351. 29-78 ¢ 327), enquanto o AcM contra a
proteina compativel em peso molecular com N reconheceu apenas 6 (M41, SE-17, H52, 283, 327 ¢ 297).
O AcM contra S, pode ser indicado como ferramenta de diagnostico do VBIG, independentemente do
sorotipo. que pode scr aplicado em ensaios de rotina laboratorial especialmente no diagnéstico das
doengas que se confundem com a BIG nas galinhas. O AcM contra N (N3F10), ao reconhecer uma regido
menos conservada desta proteina, pode ser 1til em estudos filogenéticos de isolados de VBIG.

Palavras-chave: Anticorpo monoclonal. bronquite infecciosa das galinhas. nuclcoproteina, glicoproteina
Sa.

ABSTRACT

Murine hvbridomas producing 1gG1 monoclonal antibodies (Mab) against N and S proteins (53KDa and
82KDa, respectively) from avian infection bronchitis virus (IBV) strain M41 (serotvpe Massachuselts)
were generated by the fusion of a mveloma cell line (Sp2/0-Agl4) with spleen cells from Balb/c mice
previously immunized with whole virus IBV Md41. Post-fusion screening criterion was based on ELISA
and 36 positive hvbrids producing Mab to IBV M4 1 were generated after two fusion procedures. The AMab
specific to N (N3F10) and S, (S12B2) proteins of M41 were selected by western blotting. These Mabs
were able to recognize the Ark-99 (serotvpe Arkansas) and A5968 (serotvpe Connecticut) IBV strains in
addition to M41. By EELISA, the Mab against the S-> (S12B2) glvcoprotein recognized all Brazilian isolates
297, 283, PM-1, PM-2, PM-3, 351, 29-78 e 327) studied, while the Mab against the N protein recognized
only six (M41, SE-17, H52, 283, 327 ¢ 297) isolates. The Mab against 8> may became a useful tool for
IB}" detection on the routine diagnosis of infectious bronchitis, especially for helping the differential
diagnosis of clinically and pathologically confusing diseases. The AMab N3F10 was able to recognize a
less conserved region of N, evidenciating differences among isolates which may enable the use of N3F10
JSor phvlogenetic studies of [BV

Kevwords: AMonoclonal antibody, infectious bronchitis, nucleoprotein, spike glvcoprotein S-.
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1 INTRODUCAO

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG). uma
doenga aguda altamente contagiosa que acomelte
exclusivamente galinhas em todas as idades, ¢
causada por um virus da familia Coronaviridae.
A BIG esta difundida por todo o mundo ¢ sua
importancia varia entre os paises. sendo que em
alguns pode constituir um entrave importante
para a avicultura. A existéncia de varios
sorotipos do virus de BIG (VBIG) toma a
doenga ainda mais complexa face a falta de
imunidade cruzada entre alguns deles
(Cavanagh ¢ Naqi, 1997).

A doenga possui grande importancia econdomica,
tanto para frangos dc coric quanto para
poedeiras Para os primeiros. a docnga provoca
alta mortalidade. baixo ganho dc peso ¢
aumento da conversio alimentar. Quanto
associada com FEscherichia coli a BIG resulta
em aerossaculite e condenagio de carcagas ao
abate. Em poedeiras, causa queda na produgdo ¢
na qualidade dos ovos. As perdas na eficiéncia
de produgdo geralmente sio maiores do que
aquelas por mortalidade. A elevada
transmissibilidade  natural  associada  a
ocorréncia de multiplos sorotipos tem
complicado ¢ aumentado o custo de prevengio
da doenga por imunizagdo (Cavanagh ¢ Nagqi,
1997).

Métodos de diagnésticos precisos. sensiveis €
especificos, sdo essenciais, para adequada
prevengdo da doenga. A detecgdo do VBIG
pode ser obtida por passagens seriadas, da
amostra a ser testada. em ovos embrionados de
galinha SPF (OEG/SPF) (Villegas. 1985:
Ignjatovic et al. 1996); teste de virus
neutralizagdo em cultivos de anéis de traquéia ¢
ovos embrionados (Cook, 1984. Cavanagh et
al., 1997); inibicdo da hemaglutinagdo tratando
previamente o virus com fosfolipase C:
imunofluorescéncia (Dhinakar et al. 1996).
ELISA e. mais recentemente. reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) (Cavanagh et al.. 1997).

A utilizagdo de anticorpos monoclonais (AcM),
tanto para o diagnostico como para a
determinagio do sorotipo da amostra, tem sido
proposta ¢  diversas publicagdes t€ém
demonstrado sua eficiéncia. especialmente em
ensaios  imunoenzimaticos como  ELISA
(Cavanagh et al.. 1997). O desenvolvimento de
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metodologia de diagnostico utilizando AcM
torna-s¢ imprescindivel. face a atual demanda
por diagnostico inequivoco.

Tendo em vista o exposto. o presenic trabalho
objetivou estudar o VBIG com produgdo e
caracterizacio de anticorpos monoclonais contra
as proteinas N ¢ S, (regides conservadas) do
VBIG e sua utilizagio em ELISA.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bronquite infecciosa das galinhas
2.1.1 Etiologia

A BIG ¢ causada pelo virus da bronquite
infecciosa das galinhas (VBIG). integrante da
familia Coronaviridae. O seu primeiro cultivo
em OEG/SPF foi realizado por Beaudette ¢
Hudson (1937). sendo VBIG o primeiro
coronavirus descrito ¢ o primeiro também a ter
o genoma completamente  seqiienciado
(Collisson, 1992).

Amostras de VBIG sdo classificadas em
diversos sorotipos, que por sua vez, possuem
tropismo e patogenicidade diferente para varios
orgios da galinha. Isso provoca variagdes das
amostras quanto as suas habilidades de causar
sinais clinicos (Dhinakar ¢ Jones 1997). O
genoma de VBIG ¢ constituido por uma unica
fita de RNA com orientagdo positiva. ou seja.
possui a capacidade dc tradugdo do genoma
dirctamente em proteina. Fragmentos sub-
genomicos de RNA atuam como RNA
mensageiro € operam Como genes que
codificam a enzima polimerase e trés proteinas
estruturais: a proteina do nucleocapsideo (N). a
proteina de membrana (M) e a proteina de
superficie (S). sendo o peso molecular destas
proteinas. respectivamente. 50KDa. 23 a 35KDa
¢ 180KDa. A proteina S do VBIG ¢ constituida
de duas subunidades denominadas de S, e S..
cujos pesos moleculares sdo 90 KDa e 84KDa.
respectivamente (Cavanagh e Nagi. 1997).

As proteinas S e M sio ambas glicosiladas
sendo toda a porgdo S,. parte de S. e cerca de
10% de M exposta na superficie do virion. A
heterogeneidade do peso molecular detectavel
na proteina M deve-s¢ ao diferente grau dc
glicosilagdo. A protcina N esta associada ao
RNA wviral para formar o nucleocapsideo




helicoidal, sendo esta proteina apcnas
fosforilada (Koch et al., 1986; Mockett, 1985).

Variagdes na seqiiéncia de bases do genoma
podem refletir em variagdes de aminoacidos na
proteina traduzida. O determinante antigénico
que induz 3 produgdo dec anticorpos virus
neutralizantes e, que determina o sorotipo da
amostra, estd associado a subunidade S,. Essa
porgdo ¢ codificada pela regido génica que mais
varia entre as amostras de VBIG. Como
conseqiéncia da instabilidade no gene
responsavel pela seqiéncia de aminodacidos de
S;. ha grande diversidade de sorotipos entre as
amostras de VBIG. Regides das proteinas S;, N
¢ M correspondem as porgdes mais conservadas
entre as amostras dc VBIG (Cavanagh, 1983;
Cavanagh 1986a, b: Holmes, 1990; Collisson et
al., 1992; Jackwood et al., 1992: Karaca, 1992;
Kwon et al., 1993).

Os coronavirus tém forte especificidade quanto
as espécies e tecidos hospedeiros (Wege et al,
1982) e, segundo Dhinakar (1997), o tropismo
por tecido e a persisténcia da infecgdio podem
estar relacionadas também com a idade da ave.

As glicoproteinas virais assumem importante
pape! no ciclo wvital do virus. Para o
des-volvimento da infecgdo. as glicoproteinas
in em com reccptores de membrana da
célu.. do hospedeiro, a fim de introduzir o
genoma no citoplasma celular (Cavanagh e
Nagqi, 1997)

O RNA do coronavirus € recoberto pela
nucleoproteina (N) e envelopado por uma
membrana lipidica dupla, que contém
glicoproteinas incorporadas. Este envelope €
adquirido pelo virion ao brotar da regido limite
entre o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e
complexo de Golgi (CG), organelas que contém
a glicoproteina M embebida na membrana.
Nestas, a presenga de M permite integragdo com
N na montagem do virion (Holmes, 1990;
Collisson et al., 1992)

A proteina S. essencial para a infectividade. €
incorporada ao virion ja envelopado no CG
(Holmes et al.. 1990). sofre modificagdes
durante o transporte dos virions pelo CG.
adquirindo capacidade de fusdo a célula alvo.
Copias da  nucleoproteina - formam o
nucleocapsideo revestindo o RNA. As proteinas

estruturais M e S sdo glicosiladas no CG. A
proteina N ¢ fosforilada em sitios de serina mas
ndo ¢ glicosilada, nio sendo entendido o papel
de sua fosforilizagdo (Holmes, 1990: Collisson
etal, 1992; Koch et al., 1990).

2.1.2 A doenga

Segundo Cavanagh e Naqi (1997), a BIG ¢ uma
doenga aguda ¢ altamente contagiosa que
acomelte as galinhas, Foi descrita. pela primeira
vez por Schalk ¢ Hawn em 1931 nos Estados
Unidos. como uma nova doenga respiratoria que
ocorria em pintinhos. sendo denominada de
bronquite infecciosa. Van Roekel et al., (1951) e
Broadfoot ¢ Smith (1954) descreveram, pela
primeira vez, os cfeitos de BIG na produgdo ¢
qualidade de ovos. Em 1962, foi descrita a
sindrome nefrite-nefrosc  por Cumming na
Australia e. no mesmo periodo. Winterficld
descreveu a mesma sindrome nos Estados
Unidos (Dhinakar e Jones, 1997. Winterfield,
1962).

A doenga pode ocorrer sob trés formas clinicas
principais, independentes ou associadas. O
quadro respiratério caracteriza-se por coriza,
espirros, estertores traqueais e elevada
mortalidade nos pintinhos nas primeiras
semanas de vida (Cavanagh e Nagi, 1997).
Outra forma clinica afeta o sistema reprodutor
de poedeiras. causando diminuigdo da taxa de
postura, de eclodibilidade e da qualidade interna
(clara aquosa) e externa (casca mole, ausente ou
rugosa) dos ovos. Apesar da taxa de mortalidade
ser baixa, as lesdes podem ser permanentes
(Cavanagh e Nagi, 1997, s et al., 1985). A
sindrome nefrite-nefrose, acomete frangos de
corte ¢ aves adultas, sendo caracterizada por
insuficiéncia renal. O oOrgdo apresenta-se
aumentado de volume com aciimulo de uratos
nos tubulos renais. As conseqiiéncias para
frangos de corte sio menor ganho de peso, pior
conversdo alimentar ¢ aumento da mortalidade
(Cavanagh e Nagi. 1997).

Recentemente, foi isolada uma amostra variante
do VBIG, denominada de 793/B. oriunda de um
plantel de frangos de corte. cujas aves
aprescntavam miopatias bilaterais, atingindo
ambos os musculos peitorais (profundo e
superficial) (Dhinakar e Jones 1997).
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A BIG csta amplamente disseminada em todas
as regides do mundo. inclusive no Brasil
(Hipolito. 1957. Di Fabio. 1993: Cavanagh e
Naqi, 1997 Dhinakar e Jones 1997).

2.2 Anticorpos monoclonais

A lecnologia de produgdo de hibridomas
secretores de anticorpos monoclonais f{oi
desenvolvida por Kohler ¢ Milstein (1975).
Desde cntio tem crescido a pesquisa
relacionada a produgio e utilizagdo de
anticorpos monoclonais (Campbell, 1991).

Com o objetivo de obter plasmocitos que
sintetizam anticorpos de especificidade pré-
definida. células tumorais da linhagem
hematopoeticas podem ser fundidas com
linfécitos comprometidos com a especificidade
descjada. As células resultantes deste processo
teriam a capacidade continua de crescimento,
aliada a capacidade de produgdo especifica de
anticorpos. Essencialmente. o refinamento da
técnica envolveu a scle¢do das estirpes mutantes
da linhagem tumoral de plasmdcitos. as quais
ndo secretam anticorpos assim como sdo
deficientes em rotas metabolicas, para permitir a
selecdo apenas de hibridos desejaveis na cultura
celular (Kéhler ¢ Milstein, 1975; Antczak,
1982: Campbell, 1986).

Diversas aplicagdes dos AcM tém sido descritas
na literatura. Uma das mais uteis para a
sistematica em microbiologia ¢ a detecgdo de
determinantes antigénicos difecrentes entre
estirpes de microrganismos ¢ a utiliza¢do destas
diferengas para diagnostico especifico da
amostra. assim como da posig¢do filogenética em
comparagdo com outras amostras.

Para o estudo de VBIG. diversos AcM tém sido
desenvolvidos tanto para o estudo sorologico de
amostras isoladas em surtos da doenga, como
para a detecgdo de antigeno de VBIG in situ,
utilizando, por exemplo. métodos de
imunofluorescéncia e imunoperoxidase
(Cavanagh e Nagi, 1997).

2.2.1 Linhagem de plasmacitomas Sp2/0-
Ag 14

Linhagens de miclomas foram selecionadas

inicialmente para serem deficientes na enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferase
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(HGPRTase), posteriormente  melhoradas.
apresentando caracteristicas desejaveis para
cada finalidade. A deficiéncia na enzima
HGPRTase permite a sele¢do dos hibridomas
apos a fusdo. pois somente os mielomas que se
fundiram com esplendcitos serdo capazes de
crescer no meio contendo  hipoxantina.
aminopterina ¢ timidina. Basicamente, a
aminopterina bloqueia a via de salvagdo de
sintese de DNA das celulas e, somente aquelas
células que possuem a via de novo (que utiliza a
enzima HGPRTase) serdo capazes de
sobreviverem. desde que o meio seja
suplementado com hipoxantina e timidina.
Como os plasmacitomas sio deficientes nessa
enzima, eles so sobreviverio na presenga da
aminopterina sc o processo de fusdo for
realizado com sucesso. Assim, o linfocito
formecera para a célula hibrida o carater
genético para a sintese da enzima necessdria
para a sobrevivéncia neste meio (Harlow ¢
Lane. 1988: Paul, 1975).

As células da linhagem Sp2/0_Agl4. que foram
utilizadas no presente trabalho, representam a
quarta geragdo de mielomas de camundongos
Balb/c, nio secretoras ¢ consagradas como boas
formadoras de hibridas estdveis (Catty,1986;
Harlow ¢ Lane, 1988, Shulman et al., 1978).
Estas sio mantidas rotineiramente em meio
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute),
suplementado com L-glutamina, soro fetal
bovino (SFB) na concentracdo final de 10%.
penicilina 100 U/mL. estreptomicina 100pg/mL,
fungizona 10mg/l e tioguanina 20puM (Campbell
1986). RPMI 1640 possui baixas concentragdes
de calcio e magnésio. cofatores de agregacio
celular e fixagdo. sendo portanto adequado para
o cultivo celular em suspensdo (Darling ¢
Morgan, 1994).

2.3 ELISA

A primeira utilizagdo do ELISA para detecgdo
de anticorpos foi descrita por Engvall e Perlman
em 1972, como um teste sensivel ¢ de baixo
custo.

Os cnsaios imunoenzimaticos baseiam-se na
conversdo de substrato colorimétrico por uma
enzima conmjugada a  anticorpos de
especificidade definida. Ou scja, a fixagdo de
anticorpos ao scu respectivo antigeno € revelada
pela enzima conjugada que agindo sobre o scu
substrato. o torna colorido.




No caso do ELISA indireto. estc envolve trés
estagios: no primeiro estagio. ha rea¢do entre o
antigeno ¢ o anticorpo especifico (anticorpo
primario). O segundo consiste na detecgido desta
reagdo pelo uso de imunoglobulina anti-
imunoglobulina (anticorpo  seccundirio) da
espécie do anticorpo primdrio, utilizada no
primeiro estigio, conjugada com uma enzima e,
no ultimo estdgio, a adi¢gdo do substrato
especifico da enzima (conjugado) utilizada no
segundo estagio. A intensidade da reagdo ¢
diretamente proporcional a quantidade de
conjugado especificamente retido na
microplaca. a qual pode ser quantitativamente
medida em um espectrofotometro (Harlow e
Lane, 1988).

A técnica tem sido amplamentc adaptada ¢
usada para o diagnostico de infecges de
importincia médica e velerindria, com
disponibilidade =~ de  reagentes  altamente
purificados (Gongalves, 1996: Voller et al,
1976).

2.4 Western blotting

Western blotting refere-se ao processo de
cletroforese de um antigeno protéico em gel de
poliacrilamida apds solubilizagdo por detergente
(sodium dodecyl sulfate polvacrviamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) seguido pela sua
transferéncia para uma basc solida como
nitrocelulose ou outros supories porosos. Seu
nome originou-s¢ do uso do termo Southern
blotting (em homenagem a E. J. Southern) para
andlises de fragmentos de DNA utilizando
sonda de RNA. O subsequente desenvolvimento
do método de andlise de RNA utilizando sonda
de DNA, foi denominado de Northern blotting.
O nome, portanto, originou-s¢ de wuma
brincadeira em referéncia as duas técnicas que
antecederam (Campbell, 1991).

Western blotting foi originalmente desenvolvido
por Towbin et al. (1979), que utilizaram soro.
Essa técnica estda amplamente comprovada
como uma ferramenta excepcional na tecnologia
de hibridomas (Campbell. 1991). que permite a
investigacido da especificidade dos AcM aos
componentes em analise.

A presenga do matenal transferido do gel da
eletroforesc para o suporic solido (e.g.
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nitrocelulose) podc ser revelada em ensaios
imunologicos, com a detecgdo especifica dos
componentes antigénicos por reagio com
anticorpo. este detectado por anticorpo
secundario anti-espécie, marcado, por exemplo,
€m ensaios imunoenzimaticos, por enzima, que,
por sua vez atua sobre o substrato especifico.
resultando na  coloragio das  bandas
especificamente reconhecidas pelo anticorpo
primario.

Os dois tipos basicos de equipamentos para
transferéncia (blotagem) sio os denominados
"amido" e semi-seco (semi-dry). O sistema
semi-dry ¢ o mais rapido ¢ possibilita a
transferéncia de diversos géis simultaneamente
¢, além disso, possul um custo mais reduzido
quando comparado com o método umido. O
método semi-dry foi descrito pela primeira vez
por Kyhse-Andersen em 1984 (Campbell 1991,
Trans-blot 1995).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagio dos experimentos

O projeto foi desenvolvido no Setor de Doengas
das Aves do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterindria
da UFMG.

3.2 Animais experimentais

Foram utilizadas fémeas de camundongos
Balb/c, com idade entre 4 a 6 semanas,
adquiridas do Centro de Bioterismo do Instituto
de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG ¢
Gallus gallus domesticus reprodutores SPF para
a produgdo de ovos embrionados. Embrides SPF
de 9 a 11 dias de incubagio (Petersime. Brasil)
foram utilizados para os cultivos de virus.

3.3 Produgio de antigenos de VBIG

A produgdo do antigeno constituiu-se¢ de trés
etapas que foram: a producdo do concentrado
viral. a purificagdo em gradiente de sacarose ¢ a
determinagio, por ELISA. das fragdes onde sc
encontrava o virus purificado.

3.3.1 Producio dos concentrados virais
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Para a rcalizacdo desta clapa, foram utilizadas as
amostras M41. A5968 ¢ Ark-99 dos sorotipos
Massachusetts (Mass). Connecticut (Conn) ¢
Arkansas (Ark). respectivamente. disponiveis
no Setor de Doengas das Aves ¢ adquinidas da
American Tvpe Culture Collection (ATCC). A
produgdo dos antigenos foi realizada conforme
Cavanagh (1984) e Villegas (1985).

Para cada partida de virus, ovos férteis de
galinhas SPF. entre 9 e 11 dias de incubagdo,
foram inoculados com 100 doses infecciosas
para embrido de galinha 50% (DIOEGs,), via
cavidade corio-alantoide. O virus estoque foi
diluido para a concentragdo final de 100
DIOE:,/0.ImL em PBS estéril contendo
penicilina G potassica 12.500U/mL. sulfato de
estreptomicina  12.5mg/mL ¢ sulfato de
gentamicina 2500g/mL (apéndice 7.1.6). Apos
a inoculagdo os ovos foram incubados por 72
horas a 37°C e umidade de 80% em incubadora
industrial (Petersime. Brasil). Os embrides vivos
apos cste periodo foram resfriados por 12 horas
a4°C,

Cada procedimento de inoculagio de embrides
com cada amostra de VBIG foi intercalada por
um periodo minimo de sete dias, com completa
desinfecgdo de materiais ¢ ambiente. As
inoculagdes e coletas foram efetuadas em cabine
de fluxo laminar vertical (Trox FLV420, Brasil)
equipada com filtro HEPA ¢ ldmpada
ultravioleta. que foi ligada 15 minutos
antecedentes as inoculagdes. Todo material
descartado foi imediatamente transferido para
um balde com tampa contendo formol a 10%.

Dez embrides vivos inoculados foram deixados
em incubag¢dio para verificagdo, 7 dias apds a
inoculagdo. de nanismo ¢ enrolamento de
embrido, bem como a presenga de uratos
acumulados nos mesonefros, sendo cstas
caracteristicas de replicagio de VBIG
(Cavanagh, 1997). Durante o mesmo periodo.
dez embrides ndo inoculados foram mantidos
para comparagdes como controles negativos.

O liquido alantéide (LA) foi colhido em pool.
sendo adicionado inibidor de protease (fenil
metil sulfonil fluorato- PMSF) (apéndice 7.1.2)
na concentragio de Img/litro de liquido
alantdide e clanficado por centrifugagio a
10.000xg por 40 minutos a 4°C (Solvall RC-2B,
EUA). O LA sobrenadante clarificado obtido foi
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novamente tratado com PMSF como descrito.
Para a concentragdo, o LA. solugdo saturada
tamponada de sulfato de aménia (apéndice
7.1.1). foi adicionada por gotejamento lento. em
banho de gelo. até atingir a concentragdo final
de 36%. O material insolubilizado foi
recuperado por centrifugagdo a
10.000xg/40min/4°C (Solvall RC-2B, EUA). O
sedimento obtido foi ressuspendido em PBS
(apéndice 7.1.3) estéril num volume 100 vezes
menor que o volume original de LA. Este
concentrado foi  dialisado duas vezes
consecutivas cm PBS (ldialisado/1000 PBS)
contendo azida sodica 2g/litro. num periodo de
48 horas a 4°C. As membranas de dialise com
capacidade de reter proteinas com peso
molecular superior a 12 KDa (Thomas, EUA)
foram previamente lavadas em detergente
neutro (Extran. Merck), fervidas em agua
destilada ¢ enxaguadas em dgua deionizada. O
material dialisado foi denominado de
concentrado viral. Este concentrado viral foi
submetido ao teste de hemaglutinagdo. a fim de
assegurar a nio contaminagdo com o virus da
doenga de Newcastle (Paramyxoviridae,
subfamilia: Paramyxovirinae, género:
Rubulavirus).

3.3.2 Purificagido dos concentrados virais

Foram colocados cuidadosamente 2 mL de cada
solucdo de sacarose de concentragdes 25%,
30%, 35%., 40%, 45%. 50% e 55% (apéndice
7.1.5) em tubos de 20 mL. obedecendo a ordem
de concentragdo crescente no sentido da
superficie para o fundo do tubo. a fim de formar
um gradiente continuo de concentragdo
(Griffith, 1983). Apos repouso de 24 horas a
4°C, ImL do concentrado viral foi adicionado
lentamente sobre o gradicnte, Em seguida. os
tubos foram centrifugados 40.000xg (Sorvall
Ultra Pro 80, rotor AH629, EUA) por 16 horas a
4°C (Cavanagh, 1983).

Fragdes de aproximadamente 150pL  foram
coletadas manualmente. perfurando o fundo do
tubo ¢ a pesquisa da presenga do virus nas
aliquotas das fragdes de sacarosc foi realizada
utilizando o ELISA como descrito no item
3.33,




3.3.3 ELISA para avaliagio dos
antigenos de VBIG purificados

Um ELISA indireto das fragdes de gradiente de
sacarose., teve como objetivo a detecgdo do
VBIG purificado. O teste foi baseado na
descrigdo de Engvall ¢ Perlman (1972) ¢
modificado por Hudson e Hay (1989). O
protocolo consistiu da sensibilizagio de
microplacas de 96 minicavidades (Coming.
EUA) a 4°C/12 horas com aliquotas das fragdes
oriundas da purificagdo de VBIG. diluidas a
1:16 em tampdo carbonato/bicarbonato pH 9.6
(apéndice 7.2.6), em repetigdes para permitir a
reagdo por 30 minutos a 37°C com soro de
camundongos imunizados com VBIG e
anticorpo  monoclonal  (Al3) anu  §;
(gentilmente cedido pelo Institute for Animal
Health, Compton. Inglaterra). duplicatas de
cada. Anticorpo policlonal ou monoclonal
especificamente aderido foi detectado por
reagdo com conjugado fosfatase alcalina anti-
IgG de camundongo (SIGMA, EUA: apéndice
7.2.2) a 37°C/30 min reagdo com substrato p-
nitrofenil fosfato (pNPP - SIGMA, EUA)
(apéndice 7.2.3) a 37°C por 30 minutos e,
finalmente, paralisagdo da reagdo com NaOH a
3N. A leitura foi realizada em leitor Microwell
Reader Modelo 550 (BioRad, EUA) utilizando
filtro 405nm. Todos os volumes utilizados
foram de 50pl. por minicavidade e entre cada
procedimento utilizou-se PBS com 0.05%
Tween 20 (PBS-T) (apéndice 7.2.1) em trés
lavagens. Todas as aliquotas da purificagdo de
VBIG com reagdo significativa no ELISA
(absorvincia superior a 1.000) foram colhidas
em pool para a avaliagdo da concentragdo
protéica como descrito no item 3.3.5.

O AcM Al3 foi utilizado para detectar a
presenca de antigenos de VBIG na primeira
partida de virus produzida, apos essa detecgdo. a
amostra viral foi utilizada para a inoculagio dos
camundongos. Na segunda partida de virus
produzida, utilizou o soro de camundongos para
detecgdo dec antigenos wvirais scguida pela
confirmagdo com o AcM Al3 c¢. finalmente,
apos esta ctapa foi utilizado apenas o soro do
camundongo para a detecgdo do antigeno viral
nas subsequentes partidas.

3.3.4 Concentracio dos antigenos de
VBIG

Para a concentragio do antigeno de VBIG.
adicionou-se 30 mL da fragdo de sacarose com
reagdo no ELISA (item 3.3.3) em membrana de
dialise com capacidade de reter particulas com
peso molecular superior a 12 KDa (Thomas,
EUA). previamente tratada como descrito no
item 3.3.1, ¢ foi acondicionada em solugdo de
polivinilpirrolidone (PVP) mantendo-a em
geladeira até que o volume final do antigeno
fosse reduzido para 1mL.

3.3.5 Determinacio da concentragio
protéica dos antigenos de VBIG

A determinagio da concentragdo protéica da
amostra fol realizada pelo método de Lowry,
baseado no protocolo descrito por Hudson ¢
Hay (1989).

Foram utilizados quatro tubos de ensaio onde s¢
adicionou, a cada tubo, 1mL da solugdo 1
(apéndice 7.1.10). A esta solugdo foram
adicionados. ao tubo 1 e 2 (duplicata) 100pL da
amostra (Diluida a 10" em agua MilliQ 18,2
MQcm), no tubo 3, 100 pl. do padrio de
albumina sérica bovina (apéndice 7.1.11)
diluido 10" em agua MilliQ 18,2 MQcm e no
tubo 4. 100pl de agua MilliQ 18.2 MQcm
(branco da reagdo). homogeneizados e
incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida. 100 pL de reagente Folin
e Fenol de Ciocalteus, diluido a 1:3 em agua
MilliQ 18.2 MQcm, foi adicionado em cada
tubo. homogeneizados ¢ incubados por mais 10
minutos a temperatura ambiente. Foram
transferidos 100 plL da solugdo final de cada
tubo de ensaio para uma microplaca de ELISA,
realizando a leitura em leitor de ELISA
Microwell Reader Modelo 550 (BioRad. EUA)
com filtro de 655 nm. zerando o aparelho com o
branco da reagdo.

3.4 ELISA para a detecgido de anticorpos
dos camundongos

O ELISA foi padronizado segundo descrito por
Campbell, 1986.

Para a padronizacgdo do antigeno. aliquotas do
pool de VBIG purificado foram diluidas como
scgue em tampdo carbonato/bicarbonato pH 9.6:
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1:10. 1:20. 1:30, 1:40. 1:30, 1:60. 1:80. 1:90. ¢
1:100 ¢ utilizadas para sensibilizar as
microplacas de 96 minicavidades (Coming,
EUA). Os soros dos camundongos previamente
imunizados foram diluidos em PBS-T a 1:200.
1:400. 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400. 1:12800 ¢
1:25600. Apds a realizagio do teste. como
descrito no item 3.3.3. escolheu-se a maior
diluicio viral capaz de produzir reagdo
colorimétrica superior ao ponto de corte (1,000)
com a maior dilui¢do do soro. Esta dilui¢do viral
foi a utilizada para os testes de ELISA
subseqiientes.

Para a determinagio do ponto de corte do
ELISA utilizado nas andlises dos hibridomas.
foram realizados 96 testes com sobrenadantes
do meio utilizado no crescimento das Sp2/0-Ag-
14, calculando a média das absorvincias ¢
adicionando 1.96x dos desvios padrdes
(p<0,05). Nos ELISA utilizados para titulagio
dos soros de camundongos, foram realizados 48
testes com soro de camundongos ndo
inoculados, calculando a média das
absorvincias ¢ adicionando 1.96 vezes o desvio
padrdo (p<0.05). Em todos os testes sempre
foram utilizados 50pl  dos reagentes por
minicavidade.

A menor concentragio de Antigeno purificado
de VBIG capaz de detectar, cficientemente, a
presenga de AcM foi de 30pg/mL.

3.5 Imunizacdo dos camundongos

A imunizagio dos camundongos foi realizada
utilizando antigeno da amostra M41. produzido
como descrito nos itens 3.3.1 ¢ 3.3.2. Aplicou-
se, via intra-peritonial. 0.5 mL de antigeno,
contendo de 50-80Ug de proteinas por dose,
com intervalos de 15 dias entre as inoculagdes,
em trés aplicagdes consecutivas. Sete dias apos
a ultima aplicagdo, avaliou-se o titulo de
anticorpos dos camundongos, através da
diluigio seriada do soro ecm base 2 ¢
determinagio do titulo pelo ELISA (semelhante
a0 item 3.6.4, diferindo quanto ao anticorpo
primério (soro dos camundongos) ao invés dos
sobrenadantes. Estando o titulo acima de 10.000
aplicou-se um reforgo trés a quatro dias antes da
fusio. Para a primeira imunizagdo. o antigeno
foi emulsionado com adjuvante completo de
Freund, em partes iguais c. em todas demais
aplicagdes. foi utilizado o adjuvante incompleto
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de Freund na mesma proporgio. Os
camundongos imunizados que ndo foram
utilizados para a fusdo foram sacrificados ¢
tiveram seus esplenocitos congelados como
descrito no item 3.6.1.1 para posterior fusio.

3.6 Producio de anticorpos monoclonais

O estabelecimento de cultivos de hibridos
produtores de anticorpos monoclonais foi
desenvolvido conforme descrito por Hudson e
Hay (1988). Marusich (1988) ¢ Campbell
(1986). Para cultivos de células em condigdes
de esterilidade ¢ minimo risco de contaminacio
dos mesmos. foram utilizadas mascaras, gorros
¢ aventais cirirgicos autoclavados. Para a
remog¢do ¢ fragmentagdo do bago, para liberagio
dos esplendcitos. foi utilizado material cirurgico
estéril. Todo o trabalho que exigiu condicdes de
esterilidade foi realizado em fluxo laminar
(Trox FLV420, Brasil).

3.6.1 Preparo dos esplendcitos

O camundongo foi selecionado ¢ executada a
cutandsia em camara mortuiria, lavado
externamente com amonia quaternaria 1:1000 e
iodo povidine. O bago foi removido em fluxo
laminar (Trox FLV420, Brasil) com
instrumental cirurgico ¢ lavado em meio RPMI
1640 sem soro (Sigma, EUA) (item 7.4.1) por
duas vezes, sendo os linfocitos liberados com
auxilio de tesoura ¢ pinga. A suspensdo de
células foi lavada trés vezes. com RPMI 1640,
por centrifugagdo a 250xg (Fanen Excelsa,
Brasil) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Apds a ultima lavagem. as células
foram ressuspendidas em 1mL de RPMI ¢ uma
aliquota foi coletada e diluida 100x em azul de
tripan 0.3%, a fim de determinar a viabilidade
celular em cimara de Neubauer.

3.6.1.1 Congelamento dos esplendcitos

Os camundongos que apresentavam titulos
adequados para serem doadores de esplendcitos
(titulos superior a 10.000) foram sacrificados e
seus esplenocitos foram preparados como
descrito no item 3.6.1 ¢ congelados como
descrito no item 3.6.6. A ampola foi identificada
com a quantidade de esplendcitos, de acordo
com a contagem (item 3.6.1) ¢ o antigeno
utilizado para a imunizagdo dos camundongos.




3.6.1.2  Preparo
congelados

dos  esplendcitos

Para a utilizagdo dos esplenocitos congelados.,
estes foram descongelados em banho-maria a
37°C. transferidos para o tubo de fundo conico
de 15 mL. lavados duas vezes com meio RPMI
1640 (item 7.4.1) e centrifugados a 250xg
(Fanen, Brasil) por 7 minutos a temperatura
ambiente. Neste momento. o processo de fusdo
foi seguido como descrito no item 3.6.3.

3.6.2 Preparo das Sp2/0 Agld

As células de miclomas foram descongeladas 4
dias antes da fusdo. em banho-maria a 37°C e
cultivadas em meio RPMI 1640 (apéndice 7.4.1)
adicionado com 10% dc soro fetal bovino
(Gibco/BRL. EUA) a 37°C em estufa contendo
5% de CO, sendo repicados 24 horas antes da
fusdo, a fim de estimular a mitose celular. No
dia da fusdo, apos a centrifugagio a 250xg por
10 minutos & temperatura ambiente, o contetudo
celular de Sp2/0_Agl4 de duas garrafas de
cultivo de 75cm’ foi concentrado em ImL de
meio RPMI 1640 (item 7.4.1). Determinou-se a
viabilidade celular em ciAmara de Neubauer,
diluindo 10 vezes uma aliquota do meio
contendo as células em azul de tripan 0,3%
(apéndice 7.4.5).

3.6.3 Fusdo

Para a recalizagio da fusio foi utilizada a
propor¢gdo de 1 célula Sp2/0_Agl4 para 10
esplendcitos. As células foram transferidas para
um tubo de fundo conico de 15mL e
centrifugadas a 500xg por 7 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado ¢ as células foram ressuspendidas em
0.8mL de polictilenoglicol 1500 50%
peso/volume (Sigma, EUA), previamente
aquecido a 37°C, por um periodo de 1 minuto.
Em seguida foram adicionados 5mL de meio
RPMI 1640 livre de soro (apéndice 7.4.1) por
um periodo de 1 minuto ¢, finalmente, foram
adicionados 10mL do mesmo meio por um
periodo de 5 minutos. O tubo foi centrifugado a
200xg por 10 minutos temperatura ambiente. 0
sobrenadante foi descartado e as células
transferidas para um tubo de fundo conico de
50mL e ressuspendidas em 35 mL de meio HAT
contendo 10% de soro fetal bovino (apéndice
7.4.3). As cclulas foram distribuidas em sete
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placas de cultivo celular de 96 minicavida8ef g

incubadas em estufa com atmosfera de 5% de
CO, a 37°C. A posi¢do Al das placas mantida
com cultivo de células Sp2/0_Agl4. a fim de
servir como controle de morte celular por agio
da aminopterina do meio HAT ¢ meio
sobrenadante como branco no ELISA no
processo de selegio.

3.6.4 Selegcdo de hibridos apés a fusio

A selegdo dos hibridos secretores de AcM anti-
VBIG/M41 foi realizada por teste dos meios de
cultivo sobrenadantes em ELISA (item 3.4).
Decorridas duas semanas da fusio, 50 pl. do
sobrenadantc de cada minicavidade foi
transferido para a microplaca de ELISA de 96
minicavidades (Corning, EUA) previamente
sensibilizada com VBIG. conforme a
padronizagdo descrita em 3.4, obedecendo a
mesma disposi¢do do cultivo. Deixou-se¢ o
sobrenadantc reagir por uma hora a 37°C.
Adicionou-se imunoglobulina de cabra anti-
imunoglobulina de camundongo conjugada com
enzima fosfatase alcalina (apéndice 7.2.2),
deixando reagir por uma hora a 37°C. Em
scguida, foi adicionado o substrato pNPP (item
7.2.3) ficando em incubagdo por 40 minutos. A
reagdo foi interrompida com NaOH a 3N
(apéndice 7.2.5). A determinagdo dos resultados
foi realizada com leitor de ELISA (BioRad,
EUA) equipado com filtro de 405 nm ¢ o
volume de todos os reagentes utilizado durante
o teste foi sempre de 50pl. Para a remogio do
excesso de reagente. apds cada reagdo. foram
realizados trés ciclos de lavagem utilizando
300l de PBS-T (apéndice 7.2.1) por
minicavidade.

3.6.5 Clonagem dos hibridos

Os hibridos positivos no ELISA (item 3.6.4)
foram  caracterizados quanto a4  sua
especificidade por meio do western blotting
(item 3.7.2). A partir desta andlise, foram
selecionados os hibridos para a clonagem. As
c¢lulas foram contadas em cimara de Neubauer.
diluindo uma aliquota do meio contendo as
células a 1:10 em azul de tripan 0.3%.

Foram realizadas duas clonagens por diluigio
limitantee. A primeira  contendo  uma
célula/100pul. e a reclonagem contendo 0.5
célula/100pl. Estas foram distribuidas em
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quatro microplacas de cultivo celular de 96
minicavidades no processo de clonagem e em
duas microplacas no processo de reclonagem.
Decorridos trés a quatro dias de crescimento
cclular, os clones foram selecionados por
microscopia optica ¢ aquelas minicavidades
contendo apenas uma coldnia celular foi testada
por ELISA (item 3.6.4) apos 14 dias de cultivo
e, em seguida. no western blotting (item 3.7.2).
Os clones selecionados foram expandidos e
congelados (item 3.6.6). Para a expansdo. todas
as minicavidades foram revestidas previamente
com cultivo em monocamada de macréfagos
peritoniais  de camundongos Balb/c  ndo
inoculados, cultivados 24 horas antes.

3.6.6 Congelamento de células

O congelamento das células foi realizado
conforme descrito por Campbell (1986), com
modificagdes. Este processo foi executado para
a conservagdo de Sp2 Agl4, hibridomas ¢
esplenocitos. As células a serem congeladas,
apos centrifugagdo a 200xg (Fanen, Brasil) por
10 minutos. foram ressuspendidas em 1 mL de
meio para congelamento (item 7.44) e
transferidas para tubos de criogenia (Corning,
EUA), devidamente identificados com o nome
da célula ¢ a contagem. quando necessario.
Estes foram mantidos imersos cm frasco
contendo dlcool comercial 96°GL a -70°C, por
um periodo minimo de 12 horas ¢ maximo de
trés dias. Apos o periodo a -70°C, os criotubos
foram transferidos para o botijdo de nitrogénio
liquido, onde foram mantidos por tempo
indeterminado.

3.7 Caracterizagio dos anticorpos

Para a caracterizagdo dos AcM. foram utilizados
testes para determinar o isotipo ou classe da
imunoglobulina e a sua especificidade.

3.7.1 Isotipagem

Para a determinacdo da classe ¢ da subclasse
dos AcM foi utilizado o "Mouse monoclonal
sub-isotyping kit - K5151" (American Qualex,
EUA), seguidas as recomendagdes do
fabricante. Este consiste em um ensaio
imunoenzimatico com anticorpos secundarios
especificos contra cada classe ¢ subclasse de
imunoglobulina de camundongo.
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3.7.2 Especificidade

A especificidade dos AcM foi determinada pelo
método de western blotting em membrana de
nitrocelulose de 0.2pum. Dentre a populagdo de
hibridomas  secretores de AcM. foram
selecionados dois que reconheceram as
proteinas compativeis em peso molecular com
as proteinas N ou S, do VBIG/M41. Estes foram
selecionados para  posterior teste de
reconhecimento das amostras heterdlogas
A5968 (sorotipo Connecticut) e Ark-99
(sorotipo  Arkansas). Os demais foram
congelados com descritos no item 3.6.6.

3.7.2.1 Eletroforese do VBIG purificado

A cletroforese foi baseada nos métodos
descritos por Laemmli 1970 e Promega, 1996.

O VBIG purificado foi preparado para a
eletroforese misturando-o ao tampdo da amostra
(apéndice 7.3.5) na proporgio de 1:2. Na
mistura adicionou-se 5% de 2-mercaptoetanol,
aquecendo-a em dgua fervente por 7 minutos.
Os géis de poliacrilamida foram montados em
placas de vidro (90x60mm) e separados por
espagadores de 0,75mm de espessura. Os géis
de corrida ¢ aplicagdo foram utilizados na
concentragdo total de poliacrilamida (T%) de
10% ¢ 4.0% respectivamente. A concentragio
de crosslink (%C) foi de 2.67% para ambos. As
solugdes utilizadas para a realizagio da
cletroforese. transferéncia ¢ western blotting
estdo descritas no apéndice 7.3. A cletroforese
foi realizada em 60V constantes durante a
corrida no gel de aplicagdo ¢ 100V constantes
para a corrida no gel de separagdo (fonte
BioRad). sendo ambos em temperatura
ambiente. Foram adicionados 600pg de proteina
do VBIG em canaleta tinica num volume final
de 400ul. A determinagdo da proteina foi
realizada pelo método de Lowry, baseado no
protocolo de Hudson ¢ Hay (1989) e descrita no
item 3.3.5.

3.7.2.2 Western blotting

O western blotting foi realizado com o objetivo
de determinar a especificidade dos AcM quanto
a porgdo viral. O teste constituiu de duas etapas,




a primeira foi a cletroforese para separagio das
protecinas virais ¢ a cletrotransferencia para a
membrana de nitrocelulose, ¢ a segunda etapa.
foi a detecgdo. pelos anticorpos monoclonais,
dos componentes virais compativel em peso
molecular com as proteinas virais.

A eletrotransferéncia das proteinas virais dos
géis de poliacrilamida para as membranas de
nitrocelulose foi realizada pelo método "semi-
dry", segundo metodologia descrita por Kyhse-
Anderson (1984), Bjerrum e Schafer-Nielsen
(1986), seguindo o manual de instrugdes 7rans-
Blot® Semi-drv electrophoretic transfer cell
(1995).

Ao término da eletroforese, os géis foram
imersos em tampdo dc transferéncia por 30
minutos antes do inicio da transferéncia, assim
como as membranas de nitrocclulose e os papéis
de filtro.

Para a realizagdo da transferéncia das proteinas
presentes no gel para a membrana de
nitrocelulose, montou-se um “sanduiche” sobre
o anddo de platina na seguintc ordem: uma
folha de papel de filtro, a membrana de
nitrocelulose, o gel de corrida e outro papel de
filtro.

A transferéncia foi realizada no aparelho
Transblot (BioRad, EUA) em 25 volts
constantes por um periodo de 25 minutos. a
temperatura ambiente.

Ao término do processo. foi realizada a
coloragdo do gel pelo azul de Coomassie
(apéndice 7.3.16), para comprovar a completa
transferéncia das proteinas virais. Brevemente o
protocolo consistiu de fixar os géis. em solugdo
fixadora (apéndice 7.3.15) por | hora;
transferindo-os para a solucdo corante (apéndice
7.3.16) por 30 minutos e. finalmente,
substitui¢io da solugdo corante por solugdo
descorante (apéndice 7.3.17). Em seguida, as
membranas foram lavadas. deixando-as imersas
em TBS-T (item 7.3.14) por 5 minutos em
agitacdo constante, sendo esta ultima operagdo
repetida por mais duas vezes. Entdo. as
membranas foram embaladas em filme PVC e
congeladas, em freezer a -20°C para posterior
utilizagdo.

As membranas de nitrocelulose com material de
transferéncia ¢ estocadas a -20 °C foram
descongeladas por imersdo em TBS-T (apéndice
7.3.14) a temperatura ambiente por 5 minutos
em agitagdo constante, repetindo-se esta
operagdo de lavagem por mais duas vezes. Em
seguida a membrana foi bloqueada em tampdo
de bloqueio (apéndice 7.3.13) por 90 minutos, a
temperatura ambiente, com agitagdo constante.
A membrana foi acondicionada no sistema
BioRad Mini-Protean®Il  Multi ~ Screen
(BioRad. EUA). incubando os sobrenadantes
dos hibridos por 3 horas a temperatura
ambiente. Apos este periodo, foi adicionada
imunoglobulina de cabra anti-imunoglobulina
de camundongo conjugada a fosfatase alcalina
(SIGMA A-3562) diluida a 1:10.000 em TBS-T
(apéndice 7.3.14), deixando reagir por 60
minutos a temperatura ambiente. Finalmente. foi
adicionado substrato estabilizado para fosfatase
alcalina Western Blue® (Promega, EUA)
deixando reagir at¢ o aparecimento de banda
visivel no controle positivo (aproximadamente
uma hora). Para cada etapa, foram utilizados
200uL dc reagente por canaleta e entre cada
uma foi realizada a lavagem da membrana com
10mL do TBS-T (item 7.3.14) por canaleta.

Como controle positivo foi utilizado soro do
camundongo imunizado contra VBIG_M41 e
como controle negativo. utilizou-se meio
sobrenadante oriundo do crescimento de Sp2/0
Ag-14.

3.8 ELISA utilizando amostras
brasileiras

Apos estabelecidos os hibridos e determinada a
especificidade dos AcM para as proteinas N e S,
por meio de western blotting, foi realizado um
teste de ELISA dos AcM frente a amostras
brasileiras e de referéncia.

As amostras brasileiras empregadas foram as
297. 283, PM1, PM2, PM3, 351, 29-78 ¢ 327,
isoladas de frangos de corte de Minas Gerais
pelo Setor de doengas de aves da Escola de
Veterinaria (Tab. 1). As amostras de referéncia
foram SE-17 (sorotipo Georgia), Holland 52
(H52) (sorotipo Massachusetts) e M41. Todas as
amostras foram cultivadas em OEG/SPF com 8
a 11 dias de incubagdo como descrito em 3.3.1.
exceto para a concentragdo dos liquidos
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3.3.1. cxceto para a concentragdo dos liquidos
alantoides das amostras locais, ndo sendo
utilizada a precipitagido com sulfato dec amonia,
mas. apos colhidos cm pool. foram
concentrados ¢cm membrana de didlise com
capacidade de reter particulas com peso
molecular superior a 12 KDa (Thomas, EUA)
imersas em PVP como descrito no item 3.3.4.
Todas as amostras de referéncia foram obtidas
da ATCC exceto a amostra H52 (sorotipo Mass)
adquinda comercialmente como amostra
vacinal. A dosagem de proteina foi realizada
como descrito em 3.3.5 e realizada a diluigdo
conforme o requenido pelo teste (Souza, 1999).

A realizac¢do do teste foi baseada no trabalho de
Souza (1999) que consistiu na sensibilizagio de
microplacas de ELISA de 96 minicavidades
(Comning, EUA) com o antigeno de VBIG de
cada amostra descrita acima diluido em tampdo
carbonato-bicarbonato pH 9.6 (apéndice 7.2.6),
na concentragdo de 200pg de proteina/mL. As
microplacas foram mantidas em cimara Gmida
por 24 horas a 4°C. Decorrido cste periodo,

foram adicionados os AcM. cm duplicata,
deixando-os recagir por 1 hora a 37°C. Em
seguida. foi adicionada imunoglobulina de cabra
anti-imunoglobulina de camundongo conjugada
a fosfatase alcalina (apéndice 7.2.2) ¢ permitiu-
se a reagdo por 30 minutos a 37°C. Na
seqiiéncia.  adicionou-se  substrato  pNPP
(apéndice 7.2.3) deixando-o reagir por 40
minutos a 37°C, cuja reagdo foi paralisada com
NaOH 3N. Como controle negativo, utilizou-se
o virus da Doenga de Newcastle e. para a
determinagio do ponto de corte. foi determinada
a meédia da absorvancia dos controles negativos
¢ adicionado 1.96 vezes o desvio padrio
(p<0.05). Para a determinag¢do das absorvancias
das amostras, foi calculada a média das
absorviancias das duplicadas. O volume
utilizado para todas as ctapas foi de 100puL e
entre cada ctapa rcalizou-se quatro lavagens
com PBST (apéndicc 7.2.1) num volume de
300pL/minicavidade. A leitura foi realizada em
leitor de ELISA (BioRad. EUA) com filtro de
405nm

Tabela 1- Amostras do virus da bronquite infecciosa das galinhas isoladas de casos clinicos da doenga no

em frangos de corte no Estado de Minas Gerais

N de identificagio da N de passagens cm Ano de i1solamento Principais sinas clinicos
amostra OEG/SPF no surto
297 2 1983 Respiratorio
283 2 1983 Sindrome nefrite nefrose
PMI 3 1987 Respiratorio
PM2 2 1987 Respiratorio
PM3 2 1989 Respiratornio
351 3 1984 Sindrome nefrite nefrosc
29-78 6 1978 Respiratorio
327 2 1983 Sindrome nefrite nefrosc

FONTE: SOUZA, 1999
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4 RESULTADOS
4.1 Producio de antigenos de VBIG

A produgdo média de liquido alantéide foi de
6.0 a 6,5mL por embrido inoculado para as
amostras de VBIG. A necropsia dos embrides
foi observado nanismo e enrolamento, bem
como presenga de uratos nos mesonefros, para
assegurar que tais lesdes ndo foram causadas
por contaminagdo pelo virus da doenga dc
Newcastle, foi realizado o teste de
hemaglutinagdo para cada partida do virus. O
testec de hemaglutinagdo. ndo evidenciou cfeito
hemaglutinante em nenhuma das amostras,
rcsultado compativel com o VBIG.

Apos a purificagio do antigeno dc VBIG
obteve-sec uma concentra¢do dec 250ug a 470pg
de proteina por mL. Apds a concentragdo cm
PVP. as amostras apresentaram conccntragdo
protéica variando dc 5 a 10mg/mL.

4.2 Imunizagio dos camundongos

O esquema dec imunizagio resultou em
excelente resposta humoral especifica contra o
VBIG nos camundongos inoculados, detectada
por EL SA. Todos apresentaram titulos igual ou
superio: a 25.000. ndo havendo nenhum caso de
obito causado por choque anafilatico.

4.3 Producio de anticorpos monoclonais

Foram realizadas trés fusdes. duas utilizando
esplenocitos  frescos e uma  utilizando
esplenocitos congelados. Decorridos 14 dias
apos cada fusdo, detectou-se, através do ELISA,
a presenca de anticorpos anti-VBIG/M41 nos
meios sobrenadantes de 36 minicavidades
oriundas da fusio com esplendcitos frescos.
correspondendo a 26% do total de
minicavidades. Da fusio realizada com
esplenocitos congelados resultaram 17 hibridos
vidveis, correspondentes a 2.5% do total.

Para a primeira fusdo. utilizou-s¢ cultivo de
macrofagos peritoniais de  camundongos
concomitantemente aos hibridos. nio sendo
observada diferenca na velocidade de
multiplicagio celular. morfologia dos hibridos ¢
nem na produgdo dc anticorpos. quando

comparada com as demais fusdes que nio foram
utilizadas este artificio.

4.4 Caracterizacgiao dos AcM por western
blotting

Os hibridos selecionados por ELISA. foram
avaliados por western blotting. a fim dc se
determinar a especificidade dos mesmos.

Do total de hibnidos iniciais. foi selecionada
uma populacdo de c€lulas (1B9). oriundas de
uma mesma minicavidade, produtoras de AcM
capazes de rcconhecerem  componentes
estruturais compativel em peso molecular com a
protcina N ¢ a glicoproteina S; do VBIG_M41.
Os demais foram congelados de acordo com o
descrito em 3.6.6.

O hibrido sclecionado para clonagem (1B9).
originou diversos clones. dos quais foram
sclecionados os clones 1B93D1 E 1B93EIO
respectivamente  por reconhecerem  proteinas
compativeis em peso molecular com as
protcinas N ¢ S; do VBIG. Estes clones foram
reclonados originando os clones 1B9, 3DI,
12B2. 1B9. Os clones 3D1 ¢ 3F10 foram
denominados S12B2 ¢ N3F10. com basc na
especificidade a N ou S, respectivamente e.
testados contra as amostras Ark-99 (Ark_99) ¢
A5968 (Conn) no mesmo teste. obtendo-se o
mesmo resultado (Fig. 1). Todas os demais
hibridomas foram congelados.

Como controle do teste. utilizou-se 0 AcM Al3
que formou a banda esperada de 90Kda com a
amostra M4l ¢ ndo com as demais. O
sobrenadantc dec cultivo de Sp2/0-Agl4 nio
reagiu ao teste de western blotting (resultados
nio mostrados).
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Figura 1. Avaliagdo das especificidades dos AcM S12B2 e N3F10 frente as amostras de VBIG M41,
Arkansas 99 e A5968 em western blotting

M41 Ark-99 AS5968 Proteinas virais
: : KDa
S : ; _ 175
S1 : o 83
S2 3 : -
62
N
47,5
M 32,5
25
16,5
Legenda:

Amostra de virus submetida a eletroforese e transferéncia para a membrana de nitrocelulose:
M41:  Amostra do sorotipo Massachusetts

Ark-99: Amostra do sorotipo Arkansas

A35968: Amostra do sorotipo Connecticut

AcM:

1: S12B2

2 N3F10

3 Soro do camundongo imunizado
4 Padrio de peso molecular
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4.6 Caracterizacio isotipica

Os AcM N3F10 e S12B2 foram avaliados
caracterizados de acordo com o isotipo. sendo
ambos pertencentes a subclasse 1gG1.

4.7 ELISA utilizando amostras
brasileiras

O ponto de corte determinado foi de 0.060,
sendo consideradas homologas ao M4 1 todas as

amostras que apresentaram meédias  de
absorvincia superior a este valor.

Os resultados das amostras de VBIG utilizadas
sdo apresentados na tabela 2 e ilustrados na
figura 2 (exceto a amostra H52).

Tabela 2 — Médias das absorvancias obtidas com as amostras de VBIG frente aos AcM S12B2 (anti-S,) ¢

N3F10 (anti-N) em ELISA

\(]35 M41 SE-17 H52 283 PM-1 PM-2 PM3 351 29-78 327 297
Ac

S12B2 0,113 0,093 1,024 0,073 0,08

0,07 0,072 0068 0,073 0,104 0,089

N3F10 0088 0,067 0952 0065 0059 0059 0055 004 0043 0,079 0,062

Densidade otica a 492nm

Figura 2 - Valores médios de absorvancia das amostras de VBIG
em ELISA frente aos AcM S12B2 e N3F10

0,12

0.1
@ 0,08 - 5 2
E ’-l Bl e | Oas2282
2 0,06 4 ] 3 e EN3F10
§ EPonto de corte
< 0,04 4}

0,02

1]

M41 SE-17 297 283 PM-1

PM-2 PM3 351 29-78 327

Amostras de VBIG
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5 DISCUSSAO

Em laboratorios que trabalham com ambos os
virus VBIG ¢ o VDN devem padronizar um
sistema de controle de qualidade para asscgurar
a nio contaminagdo cruzada entre as amostras
durante o processo de produgio viral. uma vez
que. as lesdes macroscopicas podem  ser
confundidas. No laboratorio do Sctor de
Docngas das Aves. ¢ utilizado como controle
preliminar de qualidade dos cultivos de VBIG o
leste de hemaglutinagdo. pois o VDN possui
atividade hemaglutinante. enquanto o VBIG nio
possui tal caracteristica (Cavanagh ct al.. 1997).

Diversas vias para a imunizagio dos
camundongos tém sido propostas. scndo que. no
preseniec trabalho. a wvia intraperitonial foi
adequada para as inoculagdes. inclusive para o
rcforco final pré-fusio. Embora alguns autorcs
tenham como recomendagiio a via intravenosa
para cslc procedimento final (Hudson et al.,
1989), o trabalho mostrou que utilizando
somente a via intraperitonial ha uma adequada
resposta imune,

O fato de terem sido encontrados resultados
semelhantes quanto foram utilizados
cesplendcitos congelados ¢ frescos. cstes indicam
para a possibilidade de uso de um “banco de
csplenocitos™  ativados para futuras  [usdes.
Como vantagens do sistema estdo a preservagio
dc csplenocitos no pico de resposta. a ndo
necessidade de manter camundongos por mais
tcmpo no laboratorio. a disponibilidade por
tcmpo indcterminado de reserva de esplenocitos
facilmente acessivel quando nccessiario ¢ de
padrdo de resposta conhecido. Marusich (1988)
desenvolveu um cstudo utilizando csplenocitos
frescos ¢ congelados para fusio ¢ conscguiu
uma pequena melhora na quantidade de hibridos
produzidos com csplendcitos  congelados.
Segundo o autor, cste fato ¢ atribuido a maior
instabilidade da membrana plasmatica das
cclulas no pos descongelamento. o que facilita o
processo dec fusio. Resultados semelhantes
cncontrados no  presentc  trabalho. também
foram cncontrados no /nterdisciplinary Center
Jor Biotechnology Research — [lvbridoma Core
Laboratory (Universidade da Flonida). quc em
sua produgdo rotincira dc AcM. conscguiu uma
cficicncia similar a fusio com csplenocitos

frescos ¢ congelados (Dr. Linda Green.
comunicagdo pessoal)

A ndo necessidade de macrofagos durante o
processo de cultivo dos hibridos. resulta num
dado importante. uma vez que atualmente ainda
ha diversas controvérsias cntre os autores sobre
a real necessidade de se utilizar cultivos previos
de macrofagos alimentadores para o auxilio no
crescimento  dos  hibridomas. Porém. no
processo de clonagem. os clones cultivados em
presenga de macrofagos apresentaram  uma
multiplicacio perceptivelmente superior.
quando comparados aos clones em cultivo sem
macrofagos (resultado nio mostrado). Por este
motivo. decidiu-se a utilizagio dos mesmos
durante o processo de clonagem.

Atualmente. entretanto. ha no mercado diversos
meios aditivos para esta finalidade. climinando
completamente a necessidade dos macrofagos
em quaisquer das fascs de produgdo. Desta
forma, climina-se totalmente o potencial risco
de contaminagdo para o cultivo dos hibridomas
ao utilizar-sc  macrofagos (Linda Green.
comunicagdo pessoal)

A cscolha de se trabalhar com as protecinas
cstruturais N ¢ S, bascia-sc na descricio de
Ignjatovic ct al. (1995). que realizaram um
ensaio com o objetivo de avaliar a cinética da
resposta humoral aos diversos componentes do
VBIG. Eles concluiram que as aves
apresentavam titulos malorcs ¢ mais precoces
contra as proteinas N ¢ 8. quando comparadas
com a protcina M. que foi tardia ¢ com titulo
menor.  Além disso. aqueles componentes
apresentaram. também. altos indices de reagdes
cruzadas cntre diversas amostras de VBIG.
Embora os autores tenham trabalhado com
especie diferente (Gallus gallus domesticus) da
utilizada neste trabalho (Mus musculus). ¢
razoavel  concluirmos que as  proteinas
imunodominantes do VBIG em uma dada
espécic devam ser imunodominantes em outra.
Esta hipotese pode ser corroborada pela
predominiancia  de  hibndos  produvidos
dirccionados contra componentes protéicos
compativeis cm peso  molecular com  as
protcinas S ¢ N (resultado nio demonstrado).
Apos a seclegdo de dois hibridos com ecstas
especificidades. os cultivos de aspecto mais
saudivel foram congelados para  testes
posteriores.

31




Scgundo Cavanagh (1984) ¢ Snced (1989) a
utilizagdo de soro hiperimune contra a proteina
N foi capaz de promover rcagdo cruzada cntre
diversas amostras de VBIG c¢cm western blotting,
confirmando que a  proteina  possul
determinantes antigénicos conservados cntre as
amostras.

O resultado cncontrado no western blotting ¢
compativel com o trabalho de Collisson (1992).
que determinou ser a proteina N composta de
409 aminoacidos. tendo um homologia de 94.4
a 98.3% entre as amostras Massachusetts 41,
Arkansas. H52. Beaudette. Gray ¢ KB8523.
sendo mais fortemente conservada no meio que
nas cxtremidades. Todas as cstirpes possuem
uma rcgido fortemente conservada entre os
residuos de aminoacidos 165 e 192.

A proteina S, ¢ constituida dec 625 residuos de
aminoacidos. sendo altamente glicosilada. O
terminal amina esta ligado a oligossacaridcos
ricos cm manose €, embora poucas amostras de
VBIG tenham a proteina S completamente
scqiicnciada.  cstudos (Em  mostrado que a
por¢io S, ¢ altamente conservada cntre as
amostras (Collisson. 1992).

Os resultados preliminares dos cstudos em S2
do Prof. Jos¢ Sérgio de Resende por RT-PCR
(Resende et al.. 1998) ¢ andlise dos fragmentos
amplificados com cnzimas de restricio (J.S.
Resende. Comunicagdo Pessoal) indicam para a
homologia genética das amostras cstudadas.

Diversos autores tém descrito estudos utilizando
anucorpos  monoclonais, nos  quais A
glicoprotcina S, contém determinantcs que
induzem reagdo cruzada dc anticorpos cntrc
diversas amostras de VBIG (Ignjatovic ct al.,
1996. Collisson. 1992; Koch ct al.. 1990,
Kusters ct al.. 1989 Lenstra ct al.. 1989).

A cscolha pela concentragdo protéica das
amostras de 200pg/mL no ELISA foi bascada
em Souza (1999) que cncontrou a maior
difcrenga  cstatisticamente  significativa  de
absorvancia cntre o controle negativo (amostra
de VDN) ¢ o controle positivo (amostra M41).
A concentragdo dos antigenos maior para as
amostras de campo que para as amostras
utilizadas no ELISA para aniliscs' dos
hibridomas (M41. A5968 ¢ Ark-99) ¢ explicada
pelo fato de que no ELISA para avaliacio dos
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hibridos foram utilizados antigenos purificados.
enquanto quc no ELISA de avaliagio das
amostras brasilciras foram utilizadas antigenos
brutos. Portanto grande parte da concentragdo
protcica detectada nos antigenos das amostras
brasilciras cra de origem cmbriondria ¢ seus
anexos ¢ ndo do virus (Souza. 1999).

A amostra H52 apresentou o maior valor de
absorvincia do teste. inclusive supernor ao da
amostra  homologa a0  AcM (M41).
Provavelmente o titulo viral da amostra cra
superior aos das amostras testadas. Logo, em
uma mesma concentragdo protcica. o antigeno
da amostra H52 (ndo purificado) poderia conter
maior quantidade de particulas virais ¢
consequenicmente  maior  concentragdo  de
determinantcs antigénicos disponiveis para os
AcM ligarem. Como fundamentagdo para H52
conter maior numero de particulas virais.
haveria o fato dec que a amostra H52 ¢ mais
adaptada ao ovo que as demais amostras. sendo
assim, cstc virus teria a capacidade de ser
multiplicado mais rapidamente neste sistema
que as demais amostras.

O AcM S12B2 (anti-S-) foi capaz de reconhecer
todas as amostras incluidas nestes ecstudos.
demonstrando que se trata de um AcM dirigido
para uma rcgido altamente conservada entre as
diversas amostras. Como ja  discutido
anteriormente. a porgdo S, possui  regioes
altamente conscrvadas. o quc possibilita esta
ocorréncia.  Considerando as  caracteristicas
deste AcM. cste ¢ uma ferramenta-potencial no
estudo do VBIG in situ ¢ no diagnostico da
infeccdo.

Como o AcM (S12B2) foi capas de detectar
VBIG. indcpendente do sorotipo ao qual
pertencia a amostra, ¢ razoavel entendermos que
scria possivel a detecgdo de VBIG de quaisquer
sorotipos c¢m  outros imunocnsaios.  Sua
aplicagio (cna grande valor cm  cstudos
cpidemiologicos de surtos da docnga, na
detecgio de VBIG in situ. por cxemplo.
Entretanto. cstas hipoteses. demandam cstudos
complementares para sua validagdo.

O AcM N3F10 foi capaz dec reconhecer trés
amostras brasileiras (297. 283 ¢ 327): das oito
amostras l(estadas ¢ todas as amostras de
referéncia.  sendo  possivelmente. um  AcM
dirccionado contra uma por¢io dec baixa




conservagdo da seqiiéncia de aminoacidos de N
entre as amostras de VBIG. A detecgio de
variaghes antigénicas entre as amostras pode
representar aplicagdo util de N3F10 em estudos
fenotipicos de amostras de VBIG. Sendo assim,
sua utilizagdo ndo ¢ indicada como ferramenta
de diagnostico sem antes verificar a sua
capacidade de reconhecer a amostra desejada.

Os resultados obtidos nos presentes ensaios sdo
compativeis com os encontrados por Ignjatovic
et al. (1991) que. realizando analises com AcM
contra a proteina N, entre diversas amostras de
VBIG. ndo detectaram reagdo cruzada com
todas as amostras. Koch et al. (1986),
entretanto. realizaram ensaios com AcM contra
a mesma proteina e concluiram que se tratava de
uma regido altamente conservada entre as
diversas amostras de VBIG. Esta diferenca de
resultados pode ser explicada pelo fato de que
0s AcM produzidos por Koch et al. (1986)
foram direcionados para um determinante
antigénico conservado entre as amostras,
enquanto os determinantes antigénicos dos AcM
produzidos por Ignjatovic et al. (1991), assim
como o0s nossos, sdo direcionados contra
determinantes antigénicos menos conservados.
Ainda, as amostras estudadas por Koch et al
(1986) podem ser antigenicamente mais
similares, como ocorreu com as amostras M41,
SE-17. H52. 327 ¢ 297 no presente estudo.

Tendo como base as consideragdes das
literaturas acima expostas, podem ser propostos
os scguintes estudos empregando o AcM
(S12B2): imunohistoquimica, para diagnostico
in situ da infecgdo por VBIG. estudo de
amostras em surtos de doenga quanto ao
tropismo tecidual e persisténcia viral e avaliagdo
da situagdo atwal do VBIG no campo,
comparando a ocorréncia de episodios clinicos
atuais com a doenga em anos anteriores. O AcM
\3F10 pode possibilitar a avaliagio mais
detalhada dos isolados detectados com S12B2,
demonstrando diferencas ou semelhangas entre
estes ¢, assim. estudo epidemiologico da
ocorréncia de diferentes fendtipos de VBIG
quanto as caracteristicas da proteina N.

6 CONCLUSOES

Foram desenvolvidos os hibridomas S12B2 e
N3F10, secretores de AcM especificos contra
proteinas compativeis em peso molecular com
as proteinas virais de VBIG S; e N.
respectivamente.

Os AcM S12B2 ¢ N3F10 foram capazes de
detectar antigenos nas amostras dos sorotipos
Massachusetts (M41). Arkansas (Ark-99) e
Connecticut (A5968) em western blotting.

O AcM SI12B2 comportou-se como uma
ferramenta adequada para a detecgio de
antigeno de VBIG em €nsaios
imunoenzimaticos, por reconhecer todas as
amostras brasileiras e de referéncia de VBIG
avaliadas (M4 1. Ark-99. A5968. H52, 283, 327,
297. PM-1. PM-2, PM-3, 351 e 29-78.

As amostras M41, SE-17, H52. 283, 327 e 297
foram detectadas pelo AcM N3F10, sendo a
reatividade dirigida para a proteina compativel
em peso molecular com a proteina N do VBIG.
indicativa de homologia da regido de N
reconhecida entre as amostras.

As amostras de campo PM-1, PM-2, PM-3, 351
¢ 29-78 ndo foram detectadas pelo AcM N3F10,
podendo apresentar diferengas antigénicas na
proteina N.
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7 APENDICES

7.1 SOLUCOES PARA PRODUCAO

DO ANTIGENO VIRAL

7.1.1 Solugdo saturada de sulfato de amonia
Sulfato de amoénia pa 500g
Na-HPO,412H,0 (Fosfato de sodio

bibasico dodecahidratado) 15.14¢
Agua destilada 500mL

7.1.2 PMSF (Fluoreto de Fenil Metil Sulfonil)
0.2M

PMSO 3,58
Etanol 3.5mL

7.1.3 Solucdo PBS 10X

NaCl (Cloreto de sodio) 80g
KH-PO, (Fosfato de potassio

monobasico) 2g
Na,HPO,12H,0 (Fosfato de sodio

bibasico dodecahidratado) 29g
KClI (Cloreto de potassio) 2g
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL
7.1.4 Tampdo NET

IM Tris HCl pH 7.2 ImL
NaCl (Clorcto de sodio) 5SM 2mL
EDTA (etileno diamino tetra- 0.2mL
acetato) 0.5M

Agua MilliQ 18,2MQcm 100mL
7.1.4.1 NaCl (Cloreto de sodio) SM

NaCl (Cloreto de sodio) 29.2¢g
Agua MilliQ 18,2MQcm 100mL

7.1.4.2 EDTA (etileno diamino tetra-acetato)
0.5M

EDTA (etileno diamino tetra- 18.6¢g
apetalo).ZH:O
Agua MilliQ 18.2MQcm 100mL

Adicionar aproximadamente 50mL de dgua ao
EDTA;

ajustar o pH para 8.0 com auxilio de NaOH,
para que

0o EDTA possa dissolver
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7.1.4.3 Tampdo 1M Tris_HCI, pH 7.2
Tris Base (tris(hidrometil)

amino metano PM 121,1g

pka=8.1 a 25°C) LIVRE DE 1.3g
PROTEASE

Tris_HCI (PM: 157,6g; pka=8.1

a 25°C) LIVRE DE PROTEASE 14,0g
Agua MilliQ 18,2MQcm 100mL

7.1.5 Solugdes de sacarose (Griffith, 1983)
Solugio estoque

Sacarose 171g
Tampdo NET 90mL
Aquecer o tampdo a 37°C em Banho Maria, a
fim de facilitar a dissolugdo da sacarose

Concentragdo Volume da Volume Indice

descjada solucio de de
(mL) Tampdo refracio
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 1.417
7.1.6 Solugdo estoque de antibidtico
(100x100x2) 8x
Penicilina G potassica 1.000.000 1 frasco
Ul
Sulfato de estreptomicina 1g 1 frasco
Sulfato de gentamicina 10mg 2 ampolas
Agua MilliQ 18,2MQcm
autoclavada 10mL

Estocar em freezer -20°C

7.1.7 Tartarato de sédio e potassio

Tartarato de sodio e potdssio 2g
Agua MilliQ 18MQ 50mL
7.1.8 Sulfato de cobre 2%

Sulfalo de cobre 1g
Agua MilliQ 18MQ 50mL




7.1.9 NaCO; (Carbonato de sodio) 3% em
NaOH 0.IN
Solugdo de NaOH 3N (item 7.2.5) 3.4mL

NaCO; (Carbonato de sodio) 3g
Agua MilliQ 18.2MQcm,.,, 100mL
7.1.10 Solugio 1

Solugdo de tartarato de sodio ¢

potdssio (item 7.1.7) 0.1mL
Solugdo de sulfato de cobre a 2%

(item 7.1.8) 0.1lmL
Solugdo de NaCO; em NaOH

O0.IN (item 7.1.9) 4.8mL
7.1.11 Padrdo de albumina

Albumina sérica bovina 10mg
Agua MilliQ 18 2MQcm 10mL

7.2 SOLUGCOES PARA ELISA

7.2.1 PBS Tween 20 (PBST)

PBS 10X 200mL
Tween 20 ImL
Agua MilliQ18.2MQcm - 2000mL
7.2.2 Conjugado

Diluir em PBST scgundo recomendagdo do
fabricante

7.2.3 Substrato
Tampdo Dietanolamina pH 9.8

(item 7.2.4) 20mL
Pasulha 20mg de pNPP I umdade
7.2.4 Tampdo Dietanolamina

Dietanolamina 97mL
NaN; (Azida sodica) 0.2g
Mg(Cl, 100mg

Agua MilliQ 18 2MQcm 1.000mL
Adicionar HCI fumegante para ajustar o pH
para 9.8.

Armazenar em geladeira protegido da luz.

7.2.5 Solugdo NaOH 3N
NaOH (Hidroxido de sodio) 30g
Agua MilliQ 18.2MQcm 250mL

7.2.6 Tampdo Carbonato/bicarbonato pH 9.6
SOLUGCAO ESTOQUE A

NaCO; (Carbonato de sodio 21.2¢g
anidro)

Agua MilliQ 18 2MQcm
Armazenar em geladeira

i 1000mL

SOLUGCAO ESTOQUE B

NaHCO; (Bicarbonato de sodio) 16.8¢g
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL
Armazenar cm geladeira

1sp

TAMPAO CARBONATO/BICARBONATO
pH 9.6

Solugdo estoque A 16mL
Solugdo estoque B 34mL
Armazenar em geladeira

7.3 SOLUCOES PARA
ELETROFORESE, WESTERN
BLOTTING e IMMUNOBLOTTING

7.3.1 Tampdo de corrida 5x

Tris_Base (tris(hidrometil) amino

metano PM 121.1g) LIVRE DE
PROTEASE 15.0g
Glicina LIVRE DE PROTEASE 72.0g
SDS (Dodecil sulfato de sodio)

LIVRE DE PROTEASE 5,0g
Agua MilliQ 18 2MQcm 1.0L

7.3.2 Tampdo 0.5M Tris_HCI. pH 6.8
Tris_Base (tristhidrometil)

amino metano PM 121.1g

pka=8.1 a 25°C) LIVRE DE 0.3g
PROTEASE

Tris_HCI (PM: 157.6g; pka=8.1

a 25°C) LIVRE DE PROTEASE 7.5g
Agua MilliQ 18.2MQcm 100mL

P

7.3.3 Tampdo 1.5M Tris_HCI. pH 8.8
Tris_Base (tris(hidrometil) amino

metano PM 121.1g; pka=8.1 a

25°C) LIVRE DE PROTEASE 15.2g
Tris_HCI (PM: 157.6g; pka=8.1 a

25°C) LIVRE DE PROTEASE 4.0g
Agua MilliQ 18.2MQcm 100mL

qsp

7.3.4 SDS 10%

SDS (Dodecil sulfato de sodio) 5g
Agua MilliQ 18MQ 5SmL
7.3.5 Tampdo de amostra 2x

Azul de bromofenol 1%

(Dissolvido em etanol resfriado) 100uL

0.5M Tris_HCI pH 6.8 SmL
Agua MilliQ 182MQ.cm 3mL
SDS (Dodecil sulfato de sodio)

10% (APENDICE 7.3.4) 2.0mL

= Armazenar em temperatura ambiente
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7.3.6 APS - Persulfato de aménio a 10%
Persulfato de amonio 100 mg
Agua MilliQ 18MQ 1.0 mL
= Estocar a 5°C. descartar

7.3.7 Tampdo do gel de corrida 4x

1.5M Tris_HCI. pH 8.8 (item 100mL
T3.3)

SDS (Dodecil sulfato de sodio)

LIVRE DE PROTEASE 0.4g

7.3.8 Tampdo do gel de aplicagiio 4x

0.5M Tris_HCI. pH 6.8 (itcm 100mL
7.3.2)

SDS (Dodecil sulfato de sadio)

LIVRE DE PROTEASE 0.4g

7.3.9 Solugio estoque de acrilamida T%40 e
C%2.67

Acrilamida 40.0g
Bis acrilamida I.1g
Agua MilliQ 18 2MQcm 100 mL
Preparar esta solugdo utilizando luvas ¢
mascaras. pois trata-se de uma substincia
neurotoxica.

Coar em papel de filtro Whatman ¢ filtrar em
filtro de 0.22um.

7.3.10 Preparo do Gel de aplicagio T% 4.0
Agua MilliQ 18.2MQcm 6.4mL
Solugdo estoque de acrilamida 1.0mL
40%

Tampio do gel de aplicagiodx 2.5mL
APS (Persulfato de aménia) 10%  100uL
TEMED (N, N. N'. N'-tetrametil
ctilenodiamino) 10l

7.3.11 Preparo do Gel de corrida T%10
Agua MilliQ 18,2MQcm 4.9mL
Solugdo estoque de acrilamida 2.5mL
10%

Tampdo do gel de corrida 4x 2.5mL
APS (Persulfato de aménia) 10%  100uL
TEMED (N. N. N', N'-tetrametil
etilenodiamino) 10uL

7.3.12 Tampio de transferéncia

Tris_Base (tristhidrometil) amino

metano PM 121.1g) LIVRE DE
PROTEASE 5.82¢g
Glicina LIVRE DE PROTEASE ~ 2.93g
SDS (Dodecil sulfato de sodio) 3.75mL
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10%
Metanol 200mL
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL

7.3.13 Tampdo de bloqueio
Albumina sérica bovina 5g
Tris_base tris-hidrometil amino
metano PM 121.1g) LIVRE DE

PROTEASE 0.6g
NaCl (Cloreto de sodio) 0.9g
Agua MilliQ 18.2MQcm 100mL
7.3.14 TBS-T 10x

Tris_base tris(hidrometil) amino

metano PM 121.1g) LIVRE DE
PROTEASE 60,55g
NaCl (Cloreto de sodio) 87.66g
Tween 20 0.5mL
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL
7.3.15 Solugio fixadora

Metanol 100mL
Acido acético 50mL
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL

7.3.16 Solugdo corante para proteinas
(Coomassie)

Brilhante Blue R-250 Ig
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL
7.3.17 Solugdo descorante
Acido acético 70mL
Agua MilliQ 18.2MQcm 1000mL
7.4 SOLUCOES PARA CULTIVO DE
CELULAS

7.4.1 Mcio RPMI 1640

Meio RPMI 16040 SIGMA (R - 1 frasco
5302)

NaHCO; (Bicarbonato de sédio)  2g
Solugdo de antibiotico para

cultivo celular SIGMA 100 X (A 10 mL

- 4668)

Agua MilliQ 18.2MQcm 890mL
Ajustar pH para 6.8 a 7.0 com HCI 1IN e filtrar
em

membrana de 0.22um. Apos a filtragem
adicionar

0 antibiotico ¢ o soro fetal bovino. Distribuir em
aliquotas de 250mL ¢ armazenar em geladeira.
O periodo de validade € de 45 dias.




7.4.2 Meio HT

Meio HT SIGMA 50 X (H -
0137)

Soro fetal bovino

Meio RPMI 1640 (apéndice 7.4.1)
Filtrar em membrana de 0.22pum

7.4.3 Meio HAT

Meio HAT SIGMA 50 X (H -
0262)

Soro fetal bovino

Meio RPMI 1640 (apéndice 7.4.1)
Filtrar em membrana de 0.22um

7.4.4 Meio de congelamento
DMSO (Dimetil sulfoxido)

Soro fetal bovino

Armazenar aliquotado em freezer
7.4.5 Azul de tripan 0.3%

Azul de tripan

Agua MilliQ 18.2MQcm

| frasco

S50mL
450 mL

| frasco

S0mL
450 mL

ImL
9mL

0.3g
100mL
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