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RESUMO

Esse estudo teve como objetivo a padronizagio da metodologia de técnicas de diagnostico para a Diarréia
Bovina a Virus (DBV). Especificamente. duas técnicas foram padronizadas: o ensaio de Imunoperoxidase
em Monocamada de Células (IPM) semeadas em microplacas de 96 pocilhos para a identificagdo de
amostras suspeitas processadas no Isolamento Viral (IV) e a técnica de Imunohistoquimica (IHQ) para o
diagnostico etiologico da DBV. O metodo de IPM identificou com sucesso o VDBV, apresentando
melhores resultados com a utilizagdo do calor como agente fixador. a soroalbumina bovina a 4% em PBS
como bloqueador e revelagdo com o cromogeno AEC. Como anticorpos primarios. tanto o anticorpo
policlonal como o monoclonal puderam ser utilizados com éxito nesta rea¢do. A IHQ detectou
satisfatoriamente o virus da DBV nas seccdes histologicas e os melhores resultados foram obtidos quando
utilizou-se a combinacdo de anticorpos monoclonais como anticorpos primarios ¢ um kit comercial que
utiliza o anticorpo secundario biotinilado e estreptavidina conjugada a peroxidase. A melhor revelagdo foi
obtida com o uso do cromogeno DAB.

Palavras-chave: DBV. VDBV. Me¢étodos de Diagnostico. Imunoperoxidase. Imunohistoquimica.
Isclamento Viral.

ABSTRACT

The aim of this study was to standardize the methodology of diagnosis technics to Bovine Viral Diarrhea
(BVD). Specifically. two technics were standardized: Immunoperoxidase in Cell Monolayer Assay
(IPMA) in 96 wells microplates for identification of suspect samples in viral isolation (VI) and
Immunohistochemistry (IHC) technic for etiological diagnosis of BVD. The IPMA identified BVDV
succesfully presenting better results using heat for fixation, BSA 4% solution in PBS like blockage agent
and revelation with AEC chromogen. Mabs and Pab, when utilized like primary antibodies, were
succesfully used in this reaction. The IHC detected BVDV satisfactorily in histological sections and better
results were obtained using Mab like primary antibodv and the comercial kit consisting of labelling
streptavidin biotin. Better revelation was obtained when using DAB chromogen.

Key-words: BVD, BVDV, Diagnostic Methods. Immunoperoxidase. Immunohistochemistry, Viral
Isolation.
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1. INTRODUCAO

A Diarréia Bovina a Virus (DBV) ¢ uma
enfermidade complexa. com uma variedade de
sinais clinicos associados a infccgdo causada
pelo virus da DBV (VDBV). O VDBV esta
amplamente disseminado na maioria dos paises
com criagdo intensiva de bovinos. onde tem
gerado impacto economico significativo devido
as perdas reprodutivas ¢ de producdo. Em virios
paises da Europa. como por exemplo. Suécia.
Dinamarca e Finldndia. seu impacto na economia
foi suficiente para justificar um programa de
erradicacio da doenga. No Brasil, a partir da
década de 60. vém sendo realizados inumeros
estudos que demonstram que o virus estd
amplamente difundido no pais.

O VDBV ¢ um virus-RNA de fita simples
pertencente a familia Flaviviridae ¢ ao género
Pestivirus, assim como os virus da peste suina
classica e doenca das fronteiras em ovinos. Dois
biotipos. citopatico (CP) ¢ ndo citopatico (NCP)
e dois genotipos, tipos I ¢ II sdo descritos. além
da enorme variagdo antigénica entre as cepas.
demonstrada por painel de  anticorpos
monoclonais. O biotipo nio citopatogénico pode
infectar o feto e gerar uma prole
persistentemente infectada (PI) e imunotolerante
ao NCP-VDBV. Os animais PI sio a principal
fonte de disseminagio do virus e podem
desenvolver, apos uma infecgdo pela cepa
citopatogénica homologa, a doenca das mucosas
(MD), que apresenta altos indices de
mortalidade. Infecgées pelo VDBV podem
resultar, ainda. em imunossupressdo. tornando o
animal mais susceptivel aos  patogenos
oportunistas, além de gerar falhas na concepgio.
abortos, mumificagio e defeitos congénitos.

Entre as principais medidas de controle da DBV
estdo a deteccdo e climinagio de animais PIL
vacinacio. deteccdo do virus em amostras de
sémen e preven¢do da transmissio do agente
infeccioso via transferéncia de embrides bovinos.
Também. outro grande desafio para os
pesquisadores ¢ detectar a presenca deste agente
no soro fetal bovino e. consequentemente. nos
cultivos celulares e nas vacinas virais bovinas.

Como a patogenia das infec¢des pelo VDBV ¢é

complexa e resulta em um amplo espectro de
condi¢gbes, variando em  severidade de
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assintomatica a letal. o exame laboratorial das
amostras clinicas € necessario para a obtengio do
diagnostico  definitivo. tormando. assim. o
desenvolvimento de métodos de diagnostico para
a DBV um componente imprescindivel para o
controle e prevengio dessa enfermidade.

Inimeros procedimentos tém sido utilizados
para o diagnostico da DBV. Testes
classicos como a soroneutralizacio e o
isolamento viral em culturas de tecidos.
juntamente  com a identificagcdo do antigeno
pela imunofluorescéncia e imunoperoxidase,
métodos imunohistologicos. varios ensaios de
ELISA e a reagdo da polimerase em cadeia pela
transcriptase reversa (RT-PCR) fornecem uma
gama de possibilidades para o estudo do VDBV.

O isolamento viral ¢ um métedo sensivel ¢ o
mais amplamente utilizado para o diagndstico
etiologico das infecgdes pelo VDBV. Quando
realizado em microplacas um grande nimero de
amostras pode ser testado simultaneamente ¢ a
identificacdo wviral feita  pelo ensaio de
imunoperoxidase ou imunofluorescéncia. Alguns
métodos como a imunohistoquimica ¢ a RT-PCR
tém sido desenvolvidos como adjuntos ao
isolamento viral para aumentar a rapidez.
sensibilidade e praticidade do diagnéstico do
VDBV. Assim. este estudo teve como objetivo a
padronizacdo de metodologias utilizadas para o
diagnostico etiologico da DBV pela técnica de
Imunoperoxidase em Monocamadas de Células
(IPM) conjugada ao Isolamento Viral (IV) e pela
técnica de Imunohistoquimica (IHQ).

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 Aspectos Gerais da Doenga

A Diarréia Bovina a Virus (DBV). causada pelo
virus da diarréia bovina a virus (VDBV). foi
diagnosticada pela primeira vez por Olafson et
al. em 1946 ¢ foi descrita como uma doenga
entérica de bovinos. O VDBV ¢ um patogeno
economicamente importanie ¢ esta amplamente
disseminado nas principais regides do mundo
onde ha criagdo de bovinos (Houe, 1999).

2.1.1 Etiologia

Varios autores tém discutido sobre a
classificagdio do VDBV, sua caracterizagdo




molecular. relagio com o hospedeiro e relagdo
com outros pestivirus (Donis. 1995: Nettleton &
Entrican. 1995: Mevers & Thiel. 1996). O
VDBV ¢ um virus RNA monocatenario. de
polaridade positiva, que corresponde
morfologicamente a uma particula esférica de
40-50 nm de didmetro. constituida por um
nucleocapsideo icosaédrico envolto por um
envelope de estrutura lipidica carregado de
glicoproteinas. Pertence a familia Flaviviridae ¢
¢ membro do género Pestivirus cuja
nomenclatura oficial considera. além do VDBV,
mais duas espécies: o virus da peste suina
classica ¢ o virus da doenga das fronteiras em
ovinos (Donis. 1995).

Como resultado de sua multiplicacdo em células
susceptiveis ¢ separado em dois bidtipos.
citopatogénico (CP) e ndo citopatogénico (NCP).
O biotipo NCP ¢ responsdvel por mais que 90%
das infecgoes e poderia infectar o feto durante os
quatro primeiros meses de gestagdo. levando ao
surgimento de prole persistentemente infectada
(PI). Os animais PI representam o principal
mecanismo de disseminagdo do virus da DBV e,
portanto. sdo considerados como o ponto chave
da epidemiologia dessa enfermidade. Estes
animais, apos sofrerem infecgdo. ou por uma
cepa CP do campo antigenicamente similar ao
bidtipo NCP persistente ou por uma cepa CP
originada de mutagdo a partir dessa cepa NCP
persistente. podem desenvolver a doenga das
mucosas (MD) aguda ou cronica. uma condigio
fatal caracterizada. principalmente. por diarréia
profusa. além de erosdes severas e ulceras na
mucosa do trato gastrintestinal (Tremblay. 1996).

Além da divisio em bidtipos. o0 VDBV possui
variagdes genéticas suficientes para apresentar
dois genodtipos, tipos [ e IL O grupo I
compreende as cepas cldssicas ¢ vacinais. o
grupo Il  inclui, principalmente. isolados
provenientes de surtos graves. com presenga de
sindrome hemorragica, ocorridos na América do
Norte ¢ Grid-Bretanha. Essa classificacido baseou-
se nos estudos de Pellerin et al. (1994) e Ridpath
et al. (1994). Pellerin et al. (1994) provaram que
as cepas provenientes de surtos em Quebec. com
altas taxas de mortalidade. pertenciam a um
grupo distinto ao das cepas classicas. o qual foi
denominado VDBV II. Esse grupo também
inclui isolados que causam trombocitopenia.
descritos nos Estados Unidos e outros
provenicntes de surtos na regiio oeste do

Canada. Os autores ainda dividem o grupo | em
Ia (amostras Oregon. Singer. NADL. SD-1) e Ib
(amostras NY-1. Draper. Osloos). Ridpath et al.
(1994) identificaram varios virus como tipo II
que foram isolados de animais Pl nascidos de
fémeas vacinadas contra VDBV a partir de
vacinas produzidas com virus do tipo 1. de surtos
de sindrome hemorrigica ou de soro fetal
bovino.

A diversidade antigénica dos pestivirus foi
cstabelecida. inicialmente, por meio de estudos
de soroneutralizacio. mas somente com O
desenvolvimento dos anticorpos monoclonais
tornou-se possivel defini-la mais precisamente
(Edwards & Paton. 1995). Elahi et al. (1997)
demonstraram a varia¢do antigénica entre cepas
do VDBV empregando um painel de anticorpos
monoclonais. Deregt et al. (1998) utilizaram um
painel de anticorpos monoclonais contra a
proteina gp33/E2 de isolados de VDBV tipo Il e
demonstraram que os epitopos de gp53/E2 sio
altamente conservados entre estes isolados, além
de comprovar as diferengas antigénicas entre 0s
dois genotipos do VDBV. Deregt & Prins (1998)
sugerem 0 uso de anticorpos monoclonais em
lugar dos anticorpos policlonais para a detecgdo
dos genotipos [ ¢ 11 do VDBV.

2.1.2 A Diarréia Bovina a Virus no Brasil

O virus da DBV foi primeiramente isolado por
Vidor em 1974 e. hoje. conta com ampla
distribuicio nos rebanhos brasileiros (Lemos.
1998). Na tentativa de realizar um controle
efetivo da DBV. inameros pesquisadores
brasileiros tém somado esforgos para ampliar o
conhecimento acerca dessa doenca. Lemos
(1998) relata a situagdo da enfermidade no Brasil
desde sua primeira identificagdo. Canal et al
(1998) encontraram que a prevaléncia da
infecgdo por esse virus no Brasil € tio alta
quanto a encontrada na Europa ¢ Estados Unidos.
Além disso, analisando as sequéncias de isolados
coletados em rebanhos brasileiros. estes autores
mostraram que ambos os genotipos de VDBV
circulam no pais. Confirmando esses achados.
Flores et al. (2000) realizaram uma analise
filogenética e de sequenciamento em isolados de
campo de VDBV provenientes de rebanhos
brasileiros. Quatro isolados foram identificados
como pertencentes ao genotipo II e revelaram
marcada variagio antigénica na principal
glicoproteina do envelope. a gp53/E2. Segundo
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os autores, a identificagio do VDBV tipo II no
rebanho brasileiro poderia ter importantes
implicacdes em estudos epidemiologicos. de
diagnostico e em estratégias de imunizacdo. Os
autores também questionam sobre o grau de
protecdo das vacinas produzidas a partir de cepas
do tipo L ja que os isolados recém-identificados
como tipo [I. praticamente. ndo foram
neutralizados com o anti-soro proveniente de
cepas do tipo .

Em estudo recente. Kreutz et al. (2000)
produziram dois anticorpos monoclonais (Mabs)
a partir de trés isolados brasileiros de VDBV,
antigenicamente distintos dos isolados norte-
americanos. Os Mabs foram reativos as proteinas
estruturais do VDBV. a gp25/E1 e gp33/E2. Os
Mabs foram capazes de reconhecer todos os
isolados de VDBV da América do Sul e do Norte
testados e falharam no reconhecimento de
isolados do virus da peste suina classica. Os
autores  sugerem  que  esses  anticorpos
monoclonais podem ser utilizados para o
desenvolvimento de testes de diagnostico. tais
como. a imunoperoxidase ¢ o ELISA de captura
para a identificagdo de animais Pl em um
rebanho e para um rapido diagnostico diferencial
em areas onde ha programas de erradica¢io da
peste suina classica.

2.1.3 Sinais Clinicos

Estudos soroldgicos tém demonstrado que a
maioria dos bovinos em todo o mundo contrai
uma infec¢do pelo VDBV durante o curso de sua
vida e apresentam anticorpos contra o virus da
DBV. Tais anticorpos sdo induzidos pelo biotipo
NCP. demonstrado pela maioria dos isolamentos
de casos provenientes do campo. A auséncia de
doenga clinica atribuivel ao virus sugere que
grande parte das infecgbes naturais sdo
subclinicas ou causam somente uma enfermidade
leve. Contudo, uma condigdo clinica grave em
bovings associada ao VDBV foi recentemente
descrita e ¢ caracterizada por marcada
trombocitopenia e hemorragia (Nettleton &
Entrican, 1995; Meyers & Thiel, 1996). Outra
condi¢do grave. aguda ¢. algumas vezes. fatal foi
observada em surtos da doenca ocorridos entre
1992 ¢ 1993 no Reino Unido e no Canada,
respectivamente. Os sinais clinicos incluiram
diarréia, pirexia, reducdo da produgiio de leite,
altas taxas de morbidade (40%) e altas taxas de
mortalidade, proximas a 20% (Baker, 1995).
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No campo. ocorrem duas sindromes distintas
que. desde sua descricdo inicial. permanecem
com as mesmas denominagdes: a diarréia bovina
a virus (DBV) que ¢ uma doenca aguda
caracterizada por diarréia. pirexia e leve
depressdo. com alta morbidade e baixa
mortalidade ¢ a doenca das mucosas (MD).
enfermidade aguda ou cronica. caracterizada por
baixa morbidade. diarréia profusa. crosdes da
mucosa, depressio profunda e morte (Nettleton
& Entrican. 1995: Mevers & Thiel. 1996).

Infecgdes de fémeas gestantes por pestivirus
usualmente resultam em doenca leve ou
inaparente na fémea. Ja a  infecgdo
transplacentdria. dependendo do periodo de
gestacdo em que ocorre. pode resultar no
nascimento de animais Pl reabsorgdo fetal.
mumificacdo. aborto. natimortos ou o0
nascimento de bezerros fracos ¢ de estatura
reduzida que poderiam sofrer danos no sistema
nervoso central, nos olhos ou na pelagem. Outras
infecgdes podem estar associadas ao VDBV,
como € o caso das infecgdes mistas com outros
microrganismos co-infectantes (por exempio,
herpesvirus bovino. Pasteurella ¢ Salmonella
sp.) que podem acarrctar sindromes de docnga
respiratoria ou entérica, cuja severidade tem sido
maior do que aquela causada por um unico
agente, o que tem sido atribuido aocs efeitos
imunossupressorcs do VDBV (Baker, 1995:
Nettleton & Entrican, 1995; Meyers & Thiel.
1996).

2.1.4 Controle da DBV

O controle ¢ erradicagio da infeccdo pelo VDBV
pressupde suficiente conhecimento de sua
cpidemiologia e. particularmente. das fontes de
infecgiio € modos de transmissdo. Isso implica na
verificacdo da condicdo de saude dos animais
que entram no rebanho. principalmente, dos
animais PI. do sémen utilizado para a
inseminagdo artificial, dos procedimentos de
transferéncia de embrides ¢ de vacinas vivas
modificadas. além da avaliagdo minuciosa do
soro fetal bovino ¢ linhas celulares
frequentemente utilizados em procedimentos
laboratoriais ¢ como insumos na induastria
farmacéutica.

O primeiro passo para o controle da DBV ¢ a
identificacdo e eliminacgio de todos os animais PI
presentes no rebanho. que representam uma fonte




continua de infecgdo, ja que eliminam o virus
constantemente. Varios métodos de diagnostico
tém sido empregados com esta finalidade e
Sandvik (1999) discute as metodologias mais
utilizadas para a identificacio de animais
persistentemente infectados pelo virus da DBV,
Um dos locais apropriados para a deteccio de
animais Pl sdo os centros de inseminagdo
artificial. onde a avaliagio do sémen de
reprodutores € essencial para a eficicia de um
programa de controle da DBV, com consequente
diminuicio das perdas causadas pela
enfermidade (Afshar et al., 1991).

Com relagio ao controle da DBV realizado por
meio da vacinagdo. Ames & Baker (1990)
publicaram extensa revisdo sobre o assunto ¢
Van Oirschot et al. (1999) abordaram os
esquemas de vacinagdo mais utilizados.
descrevendo os tipos ¢ a qualidade de vacinas
para a diarréia bovina a virus que estio no
mercado ou sob desenvolvimento. Leite (1999)
discute sobre a utilizacdio da vacinacdo nos
rebanhos brasileiros, recomendando a maneira
mais adequada de se vacinar para permitir um
controle ¢ equilibrio da doenga dentro do
rebanho.

O perigo de contaminagio com a cepa NCP do
VDBV existe em qualquer procedimento que
utilize o soro fetal bovino, como por exemplo,
manuten¢do de cultivos celulares, produgio de
vacinas e transferéncia de embrides (Castro et
al., 1997). Além disso. os soros de origem bovina
também podem apresentar-se contaminados com
anticorpos contra o virus da DBV. caso a
infecgio venha a ocorrer no ultimo trimestre de
gestacio  (Oliveira et al. 1996). Varios
trabalhos citam a importincia da deteccio de
contaminagdes causadas por virus ou anticorpos
anti-pestivirus. Booth et al. (1995) mostraram o
papel das infecgoes por VDBV nos programas
de transferéncia de embrides bovinos. além
da contaminagio de soro bovino e
consequentemente, dos cultivos celulares.
Mufioz et al (1996) alertaram sobre a
contaminagio do SFB e cultivos celulares
utilizados na industria farmacéutica pelos
pestivirus e consequente contaminagio de
vacinas ¢ outros produtos biolégicos. Zabal et al
(2000) detectaram VDBV em lotes de SFB
provenientes de distribuidores locais. na
Argentina ¢ laboratorios fornecedores deste
insumo.
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2.2 Métodos de Diagnéstico

Varios métodos laboratoriais tém  sido
empregados para o diagnostico da DBV e
excelente revisio dessas metodologias ¢é
discutida por Sandvik (1999). O isolamento viral
¢ a técnica classica para o diagnostico etiologico
da DBV, apresentando-sc como um teste efetivo
e de alta especificidade. As linhagens celulares
mais comumente utilizadas para o isolamento do
VDBV sdo as células de rim. bago, testiculo,
timo e turbinado, todas de origem bovina. mas
cultivos primarios também podem ser utilizados
(Carbrey, 1971). O teste de grande mimero de
amostras pode ser realizado em placas de
microtitulagio, sendo a detecgio feita pelo teste
de imunoperoxidase ou imunofluorescéncia. O
isolamento viral realizado em placas identifica
com sucesso os animais PI. Tipicamente. os
resultados desse teste estdo disponiveis dentro de
quatro a cinco dias (Brock. 1995; Dubovi, 1996;
Sandvik. 1999). mas poderiam demorar semanas
para serem obtidos (Laamanem et al. 1997).
Uma limitacdo importante do isolamento viral ¢é
a triagem de animais recém-nascidos devido a
presenga de anticorpos colostrais. Cortese et al.
(1998) comentam sobre a inadequagio da coleta
de amostras de soro e sangue em animais que ja
ingeriram o colostro e cita trabalhos em que o
potencial para resultados falso-positivos no
isolamento viral € grande devido a presenca de
anticorpos colostrais em animais com menos de
trés meses. Porém. Dubovi (1996) descreve
resultados satisfatorios em animais tdo jovens
quanto trés meses. Ja Saino et al. (1994) sugerem
a utilizagdo da “papa” de leucocitos para a
deteccio do VDBV  pelo teste de
imunoperoxidase em animais Pl recém-nascidos
como uma forma de evitar resultados falso-
positivos devido a presenga dos anticorpos
colostrais.

Aliadas ao isolamento viral. as técnicas de
imunofluorescéncia e imunoperoxidase sdo
utilizadas para a detec¢do do antigeno do VDBV
em cultivo de células (Edwards. 1990: Kirkland
& Mackintosh, 1993; Horner et al., 1995; Castro
et al. 1997; Dubovi, 1996; Oliveira et al.. 1996:
Graham et al., 1998), resultando em um método
de diagnostico rapido. eficiente e sensivel (Ward
& Kaeberle. 1984; Haines & Clark, 1991; Afshar
et al.. 1991). Como ocorre com os tecidos e
orgdos na imunohistoquimica. a monocamada de
células pode ser fixada por inumeros agentes.
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como o calor. a acctona. formalina, etanol. entre
outros (Lillie. 1947 Thompson. 1966). Em
1984. Meyling descreveu. pela primeira vez. o
método de isolamento viral conjugado a
imunoperoxidase para a triagem do VDBV de
um rcbanho (Nettleton & Entrican. 1995). Estas
técnicas também podem ser aplicadas como
reveladores eficientes em conjunto com outras
técnicas de diagnostico (Ward & Kaeberle. 1984;
Haines & Clark. 1991: Haines & Ellis. 1994:
Saino et al.. 1994 Saliki et al.. 1997).

Alguns  trabalhos  apresentam  resultados
satisfatorios para a deteccio de animais
persistentemente infectados pelo VDBV, obtidos
a partir da associacdo entre isolamento viral em
microplacas ¢ imunoensaios enzimaticos. Saino
et al. (1994) demonstraram que a detec¢do do
antigeno viral do VDBV em “papa” de
leucocitos foi eficiente para o diagnostico de
animais PI. recém-nascidos. Segundo Saliki et al.
(1997), quando se utiliza soro como amostra a
ser testada, a imunoperoxidase conjugada ao
isolamento ¢ recomendada para a triagem de
todo o rebanho. no intuito de verificar a condigdo
de persistentemente infectado pelo VDBV,

Além de serem utilizados em estudos sobre a
variagdo antigénica de isolados de VDBV, os
anticorpos monoclonais (Mabs) tém sido
utilizados para fins de detecgio dessc agente
viral e tém substituido -eficientemente os
anticorpos policlonais (Elahi et al., 1997). Em
geral. os anticorpos monoclonais sio utilizados
em conjunto com algumas técnicas. tais como.
imunoperoxidase, imunohistoquimica. ELISA de
captura. Exemplo de deteccdo do VDBV por
meio de anticorpos monoclonais foi realizada por
Smith et al. (1988) em amostras provenientes de
fetos abortados e linfocitos do sangue periférico.
Ja Cay et al. (1989) demonstraram com seu uso
que ha grande variagdo intra-cepas de VDBV
provenientes de diferentes laboratorios ¢ com
historias de passagem variadas. Deregt et al.
(1990) identificaram o VDBV em cultivo de
células. comprovando a eficiéncia do anticorpo
monoclonal para a deteccdo de contaminacdo de
cultivos celulares pelo virus da DBV. Deregt &
Prins (1998) produziram anticorpos monoclonais
com ampla reatividade cruzada. especificidade e
avidez pelo antigeno viral da DBV e sugeriram a
sua utilizacio em lugar do anti-soro policlonal
para estudos de variagio antigénica. Deregt et al.
(1998) utilizaram um painel de Mabs contra a
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proteina gp33/E2 do VDBV tipo 11 e
demonstraram que os epitopos de gp53/E2 sio
altamente conservados ecntre os isolados de
VDBV tipo II. comumente associados a doenca
grave ou hemorragica em bovinos.

Outro método importante para a detecgdo
do VDBV é a imunohistoquimica.
A imunohistoquimica ¢ uma  técnica
relativamente recente e seu impacto na patologia.
oncologia e histologia foi devido ao seu elevado
nivel de especificidade (Elias, 1990). As técnicas
de imunohistoquimica sdo rapidas. sensiveis ¢
praticas (Haines & Ellis. 1994: Baszler et al..
1995. Dubovi. 1996) e para a detec¢do. virus
viavel ndo € necessario (Haines & Clark. 1991;
Haines & Ellis, 1994). Essas técnicas tém sido
conduzidas mais rapidamente do que o
isolamento viral classico realizado em cultivo de
células (Haines & Ellis. 1994).

Inicialmente. os métodos de imunohistoquimica
utilizavam. para a detecgdo do antigeno.
anticorpos marcados com isotiocianato de
fluoresceina. Bielefeldt-Ohmann & Dalsgaard
(1980). localizaram o antigeno da DBV em
criosecgbes de  tecido  linfoide  pela
imunofluorescéncia indireta. Um grande avanco
neste sentido foi a detecgdo do agente bascada na
utilizagio de enzimas (Harlow & Lane. 1988
Haines & Ellis. 1994). Anticorpos marcados com
enzimas produzem coloragdes permanentes,
visiveis a microscopia de luz comum. em
contraste com as preparacgdes fluorescentes. que
sdo labeis ¢ visivels somente com luz UV. Além
disso. as marcagdes realizadas por métodos
imunoenzimaticos podem ser contracoradas com
reagentes quimicos. como por exemplo. a
hematoxilina, que permitem o exame simultineo
da histopatologia e da distribui¢do do antigeno
no espécime (Harlow & Lane. 1988: Haines &
Ellis. 1994).

Os testes de imunohistoquimica podem ser
realizados em secgdes de tecido congelado. mas
devido a preservacio precaria de detalhes
histologicos em criosecgdes. sdo rotineiramente
realizados em tecidos fixados em formalina e
incluidos em parafina (Haines et al. 1992:
Dubovi. 1996). Outros agentes fixadores podem
ser utilizados nos ensaios de imunohistoquimica
(Lillie. 1947: Thompson. 1966) e todos podem
alterar ou mascarar muitos epitopos importantes
para a deteccdo do antigeno de interesse (Harlow




& Lane. 1988: Elias. 1990; Ramos-Vara &
Beissenherz. 2000). A detecgio imunologica em
tecidos fixados possui algumas vantagens
quando comparada as outras técnicas de
diagnéstico. como por exemplo. auséncia de
requerimentos especiais para o transporte do
espécime, precisa associagdo do virus com
cclulas especificas. tecidos e lesdes histologicas
(Haines et al. 1992), habilidade para detectar
antigenos em espécimes estocados possibilitando
estudos retrospectivos a curto e longo prazo
(Haines & Clark. 1991: Haines et al., 1992:
Haines & Ellis. 1994), produgdo de preparagoes
permanentes (Ward & Kacberle. 1984 Haines &
Clark. 1991: Haines & Ellis, 1994), aumento da
sensibilidade no diagnéstico de doengas
infecciosas. identificacdo eficiente de
organismos de baixo crescimento ou de dificil
identificagio pelo isolamento viral ou cultura
bacteriologica ¢ reducdo dos riscos de manuseio
de microrganismos que sdo patogenos potenciais
para 0 homem (Haines & Clark. 1991).

As técnicas de imunohistoquimica ainda
obtiveram melhorias com a utilizagio de
sistemas de detecgiio altamente amplificados
como os métodos que utilizam um anticorpo
secundario biotinilado ligado a estreptavidina
conjugada a moléculas de peroxidase (LAB), o
complexo avidina-biotina (ABC) e o método
peroxidase-antiperoxidase (PAP) (Harlow &
Lane, 1988: Elias, 1990; Prophet et al.. 1992;
Haines & Clark, 1991; Haines & Ellis. 1994).
Segundo Polak & Van Noorden (1986), a
disponibilidade de tais métodos altamente
sensiveis ¢ de particular releviancia quando ha
necessidade de se localizar antigenos presentes
em pequenas quantidades no tecido. Estes
autores discutem que devido a sua sensibilidade.
estas técnicas possibilitam a reducio de ligagdes
inespecificas porque permitem um aumento na
dilui¢do do anticorpo primdrio e/ou redugido no
tempo de incubagdo desse reagente, amplificando
a reagdo. Além disso. consideram os métodos
como o LAB e o ABC, técnicas de primeira
escolha.  definitivamente  superiores  aos
procedimentos  tradicionais  indiretos  de
imunoperoxidase ou imunofluorescéncia.

Elias (1990) inclui trés fatores que desempenham
um papel crucial no €nsaio de
imunohistoquimica: a afinidade dos anticorpos
aos antigenos fixados na amostra de tecido, a
concentra¢do do anticorpo especifico e a
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concentragdo do antigeno de interesse. Além
disso. este autor informa que a marcagio
inespecifica pode ocorrer devido a varias causas.
sendo a principal o baixo grau de especificidade
do anticorpo primario. Dessa forma. o uso de
anticorpos monoclonais pode favorecer a
especificidade do método (Elias, 1990: Haines et
al., 1992: Haines & Ellis. 1994 Baszler et al.,
1995).

Recentemente, foi produzido um anticorpo
monoclonal, o 15C5. que reconhece um epitopo
do virus da DBV altamente conservado e
resistente aos efeitos desnaturantes da fixagio
pela formalina (Baszler et al., 1995. Dubovi,
1996). Haines et al. (1992) detectaram. com o
15C5, o antigeno viral da DBV em 44 de 45
€asos de doenca das Mucosas.
Baszler et al. (1995) provaram que esse anticorpo
forneceu maior sensibilidade ao método
imunohistoquimico para o diagnostico de
infecgdes pelo VDBV. Njaa et al. (2000)
também utilizaram o Mab 15C5 para o
diagnostico imunohistoquimico de VDBV em
seccdes de pele, obtendo excelente resultado.
QOutros autores fazem uso dos Mabs como
ferramenta fundamental para o diagnostico
imunohistoquimico do VDBV, como Hewicker
et al. (1990) que pesquisaram a distribui¢do do
VDBYV no sistema nervoso central de 25 bovinos
PIL

As técnicas de imunohistoquimica tém
proporcionado  inumeras possibilidades de
esclarecimentos quanto as' sindromes geradas
pela infec¢do pelo VDBV, incluindo a doenga
das mucosas. aguda ou cronica (Bielefeldt-
Ohmann, 1995; Liebler-Tenorio et al., 1997.
Tanivama et al.. 1999: Liebler-Tenorio et al.,
2000), sindrome hemorrdgica (Stoffregen et al.,
2000), doenga respiratoria (Bazsler et al., 1995),
infecgdes fetais (Mufioz et al.. 1996: Fredriksen
et al.. 1999 ab). abortos (Baszler et al. 1995;
Thiir et al.. 1997), além de animais PI (Njaa et al.
2000).

Em outros estudos como o de Booth et al. (1995)
e Fray et al.(1998). foi demonstrado pela
imunohistoquimica o tropismo do VDBV pelo
trato reprodutivo e consequente importancia do
seu controle nos programas de transferéncia de
embrides bovinos. Por sua vez. Grooms et al
(1996) e Grooms et al. (1998) detectaram o
VDBV em ovarios de fémeas PI e em ovarios de
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fémeas soronegativas que sofreram imunizagio
com vacina viva modificada. respectivamente:
estes autores sugeriram que essas mudangas
podem reduzir a performance reprodutiva das
fémeas PL. o que ajudaria a explicar as baixas
taxas de concepgdo descritas em rebanhos
infectados pelo virus da DBV.

Através da imunohistoquimica. vdrios autores
analisaram a distribuicio do VDBV e seus
efeitos no hospedeiro apos inoculagdo
experimental de virus citopatico c/ou ndo
citopatico, promovendo a doenga aguda ou
doenga das mucosas (Marshall et al.. 1996;
Spagnuolo-Weaver et al.. 1997: Bruschke et al..
1998: Marshall et al.. 1998).

3. MATERIAL E METODOS

3.4 Padronizacio do Teste de
Imunoperoxidase em Monocamada de Células
(IPM).

3.1.1 Células

Para a padronizagio da técnica foi utilizado o
cultivo primario de pulmdo fetal bovino (PFB).
O cultivo de células foi realizado em garrafas
“milk” (36cm®), semeando-se 50.000 células/cm®
de PFB em meio essencial minimo - MEM' com
5% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos
(2U/ml de Penicilina. 2ug/ml de Estreptomicina,
10ug/ml de Fungizona).

3.1.2 Teste dos Insumos e da Linhagem
Celular Utilizados

Utilizou-se SFB® previamente testado para
VDBV e para anticorpos contra VDBV. Apos
trés passagens, as monocamadas de cultivo
primario foram testadas para a presenga do
VDBV pela RT-PCR “Nested” desenvolvida
pelo Laboratério de Microrganismos
Intracelulares’. pela técnica de IFD", utilizando
anticorpo policlonal anti-DBV de origem suina’

! SIGMA, Cat. n° M 0643

* GIBCO BRL, Cat n° 10270-106

3 ICB/UFMG - Depto. de Microbiologia, Av. Anténio
Carlos, 6627, CP 486, CEP:31270-910

* EV/UFMG - Depto. de Medicina Veterinaria
Preventiva, Av. Antonio Carlos, 6627, CP 567, CEP:
30123-970

> VMRD, Cat. N°210-61-BVD
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¢ pela técnica de IFT'. utilizando o anticorpo
monoclonal Panpestivirus anti- DBV DE9 (Mab
PP)°. além dos Mabs 31, 37. 39. 42 ¢ 45,

3.1.3 Virus

Para o inoculo em monocamada de células foram
utilizadas as cepas de referéncia citopatogénica
(CP). NADL 1422° de terceira passagem em PFB
(10°* Dose Infectante em Cultivo de Células -
DICC/50ul) e ndo citopatogénica (NCP), NY-1
524° de segunda passagem em PFB (10°
DICC/50pl ).

3.1.4 Inoculacio do Virus Padrio no Cultivo
Primirio

Apoés a quarta passagem do cultivo primario de
PFB em garrafas. a cultura cclular foi semeada
em placas de 96 pocilhos na concentragdo de
50.000 células/cm® em MEM com 5% de SFB.
As placas foram levadas a estufa de CO, ¢
mantidas a 37°C por 12 horas. A partir de uma
confluéncia de 80-90% da monocamada de
células foi feita a inoculagdo viral. O meio foi
retirado e. entdo. quatro fileiras alternadas das
placas de 96 pocilhos foram lavadas com PBS
por trés vezes. Inoculou-se 50ul por pocilho do
virus diluido 1:10 em MEM sem SFB. A
adsor¢do viral ocorren por lh a 37°C em estufa
de CO, e apos esse periodo foram adicionados
1001 por pocilho de MEM com 2% de SFB. As
placas foram. entdo, levadas novamente a estufa
de CO, a 37°C. No periodo de 24 — 48h. apos o
aparecimento de efeito citopdtico (ECP) de 40 a
50% (cepa CP/NADL 1422). a monocamada de
cclulas foi fixada por diferentes meétodos e
bloqueada com diferentes solugdes. conforme
itens 3.1.5 e 3.1.6. As células inoculadas com a
amostra NCP foram incubadas por quatro dias,
quando. entdo. foram rcalizados os passos de
fixagdo e bloqueio. As quatro fileiras alternadas
restantes serviram como controle negativo
contendo apenas a monocamada celular nio
inoculada.

® Gentilmente cedido pelo Dr. Claudio Wageck Canal,
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do

_ Rio Grande do Sul - UFRS

" Gentilmente cedidos pelo LARA - Laboratorio de
Referéncia Animal/MAAB

¥ ATCC — American Type Culture Collection




3.1.5 Métodos de Fixa¢io
Foram utilizados quatro tipos de fixadores:
A. Calor 2 80°C

Na fixacdo pelo calor. retirou-s¢ o meio das
placas. descartando-o em solucdo de hipoclorito
a 3%. em capela de fluxo laminar. As placas
foram imersas em solucdo salina 0.15M/Tween
80 0.05% por trés vezes ¢ o cxcesso dessa
solugio foi retirado. batendo-se a placa.
vigorosamente. em papel toalha. As placas
permaneceram a 80°C por 1 h em estufa. sendo
posteriormente embaladas em papel aluminio e
mantidas a 4°C.

B. Acetona a 20% em PBS

No método de fixacdo pela acetona. os
procedimentos de descarte do meio e lavagem
das placas foram os mesmos utilizados para a
fixagdo pelo calor. Apos estas etapas. adicionou-
se¢ 100l por pocilho de acetona a 20% em PBS
por 10 minutos a temperatura ambiente. O
fixador foi retirado com o auxilio de bomba de
vacuo ¢ as placas foram mantidas em estufa a
37°C, por 3 — 4 h. As placas foram embaladas em
papel aluminio e mantidas a 4°C. Esse método de
fixagdo baseou-se em ensaios previamente
descritos (Oliveira et al.. 1996; Elahi et al.
1997).

C. Formalina a 3% em PBS

Seguiu-se 0 método descrito por Kirkland
& MacKintosh  (1993) com modificagdes.
Adicionou-se quantidades iguais de formalina a
3% em PBS (100ul/pocilho) ao volume de meio
presente nos pocilhos. por 15 minutos a
temperatura ambiente. O meio acrescido do
fixador foi retirado com o auxilio de bomba de
vacuo e, entdo, realizou-se o procedimento de
lavagem como descrito anteriormente para 0S
métodos de fixagdo pelo calor e acetona. As
placas permaneceram a temperatura ambiente
por 12 horas e. em seguida. foram embaladas em
papel aluminio e mantidas a 4°C.

D. Paraformaldeido a 4% em PBS

Utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito para
a fixagdo pela formalina a 3% em PBS.

3.1.6 Métodos de Bloqueio

Os bloqueios de ligagdes inespecificas foram
realizados com leite em pd desnatado comercial
a 5% em PBS. gelatina’ a 1% em PBS ¢ soro
albumina bovina'® a 4% em PBS. além de
monocamadas ndo bloqueadas que serviram
como controle negativo. Foram utilizados 100pl
por pocilho de cada bloqueador. sendo que. nos
pocilhos onde ndo ocorreu o bloqueio.
adicionou-se 100ul de PBS. O tempo de
bloqueio foi de 30 minutos em estufa a 37°C. O
procedimento de lavagem ocorreu como descrito
para os métodos de fixacdo. O método baseou-se
na descri¢do dec trabalhos anteriores (Kirkland &
Mackintosh, 1993: Elahi et al.. 1997).

3.1.7 Rea¢io de Imunoperoxidase em
Monocamada de Células (IPM)

As monocamadas infectadas como descrito em
3.1.4 ¢ fixadas e bloqueadas como descrito em
3.1.5 e 3.1.6. respectivamente. foram submetidas
a reagdo de imunoperoxidase (Figura 1).
Utilizou-se o anticorpo monoclonal Panpestivirus
anti- DBV DE9 (Mab PP) diluido 1:20. 1:40.
1:100 e 1:400 em PBS. A reacio também foi
testada utilizando-se diluigdes de 1:50 a 1:1000
do anticorpo ?OIiclona] anti-DBV de origem
caprina (Pab)''. Em placas de 96 pocilhos.
adicionou-se 30pl, em duplicata. de cada
diluicdo dos anticorpos primdrios utilizados por
pocilho. O tempo de incubagio apos a adigdo dos
anticorpos monoclonais e policlonal anti-VDBV
foi de 1h em estufa de CO, a 37°C. As placas
foram. entdo. lavadas com salina 0.15M/Tween
80 a 0.05% por trés vezes. ApOs esta etapa
adicionou-se os respectivos conjugados e houve
nova incubacdo com duracdo de 45 minutos em
estufa de CO, a 37°C. O conjugado anti- IgG
camundongo-peroxidase produzido em coelho'*
foi diluido 1:100 e 1:200 em PBS ¢ o conjugado
anti- IgG caprino peroxidase produzido em
coelho, diluido em 1:50 em PBS, adicionando-
se 30ul por pocilho de cada diluigdo. Repetiu-se
o procedimento de lavagem.

? REAGEN. Cat. n° 10393

19 SIGMA, Cat n° b 4287

" VMRD, Cat. n° 210-70-BVD
12 SIGMA; Cat. N° A-9044

13 SIGMA: Cat. N° A-5420
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Cromogeno

Conjugado

Bloqueador

Anti-soro A

o000

Calor (80°C)
Monocamada fixada - Acetona 20%

DAB ou AEC

Anti-Capr. Pexoxidase
Anti-Camund. Peroxidase

Pab caprino anti-DBV
Mab PP anti-DBV DE9

Leite em p6 5 %
Gelatina 1%
SAB 4%

Sem bloqueio

Formalina 3%
Paraformaldeido 4%

Figura 1: Representagdo esquematica da reagdo de imunoperoxidase
mostrando os fixadores. bloqueadores. anticorpos primarios.

conjugados e cromogenos utilizados.

A reacdo foi revelada pela adigio de 30ul
por pocilho do substrato 3-amino-9-etil-
carbazol (AEC)'" ou 3.3 diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB)'® por um periodo de 2 a
10 minutos, a temperatura ambiente. A reagdo de
IPM baseou-se em ensaios previamente descritos
(Afshar et al.. 1991; Elahi et al., 1997).

3.2 Imunoperoxidase em Monocamada de
Células conjugada ao Isolamento Viral

3.2.1 Inoculagdo Experimental

Para a obtenc¢io de controle positivo. inoculou-se
experimentalmente um bezerro recém-nascido.
sem Ingestdo de colostro ¢ soronegativo para
DBV (testado pelo ensaio de soroneutralizagdo).
com 2 ml da cepa citopatogénica. CP/NADL
1422 de terceira passagem em PFB (TCID50 =
10>4/50ul) e 2 ml da cepa ndo citopatogénica.
NCP/NY-1 524 de segunda passagem em PFB
(TCID50 = 10%50ul) pela via intranasal ¢ 4 ml
de cada cepa por via oral. O animal foi
acompanhado para observacdo de sinais clinicos,
quando foi entdo sacrificado por choque elétrico
sete dias pds-infeccdo e realizada a necrdpsia.

' Gentilmente cedidos pelo LARA - Laboratorio de
Referéncia Animal/MAAB
13 Kit Substrate DAB Peroxidase - VECTOR
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3.2.2 Obtencio de Amostras do Bezerro
Inoculado Experimentalmente

Para o isolamento viral foram coletados
fragmentos de figado. pulmdo, bago, esofago,
linfonodos axilar ¢ mesentérico, intestino ¢
traquéia. As amostras foram mantidas a — 80°C
até o processamento.

3.2.3 Obtencido de Amostras do Feto 1

Amostras de um feto abortado com suspeita
clinica para a DBV foram trazidas ao laboratorio.
identificadas como feto 1 e congeladas a — 80°C.
Retirou-se deste material fragmentos de pulmdo,
coragdo. rim e figado.

3.24  Processamento dos Fragmentos de
Orgios ‘

Os fragmentos de 6rgios do bezerro inoculado
experimentalmente e do feto 1 foram
descongelados ¢ mantidos em banho de gelo
durante o procedimento realizado em fluxo
laminar. A partir da inoculagdo experimental,
pequenas partes de cada 6rgdo foram maceradas
scparadamente em graal e pistilo com adi¢fio de
areia esteril.




Para o feto 1. varios fragmentos de orgios foram
agrupados em duplicata e em seguida macerados.
Adicionou-se ao macerado PBS tratado com
antibioticos  (penicilina e  estreptomicina)
(Penicilina 200 w/ml: Estreptomicina 200 pg/ml)
até a obtencdo de uma suspensdo de 20%. A
mistura foi transferida para tubos estéreis e
mantida a 4°C por 12 horas. Em seguida
centrifugou-se a mistura a 3076 x g°, por 3
minutos a 4°C. O sobrenadante foi vertido em
tubo estéril e mantido a — 80°C.

A Figura 2 mostra em esquema todo o
procedimento descrito acima, desde a inoculacdo
experimental até o processamento  dos
fragmentos de 6rgdos.

3.2.5 Inoculacio das Amostras no Cultivo
Primario

Para a inoculagdo das amostras utilizou-se o
cultivo primario de PFB, semeando-sc em placa
de 96 pocilhos 50.000 células/cm” em MEM com
5% de SFB. sendo a confluéncia de 80 a 90%
atingida em 24h.

-
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Como inoculo. utilizou-se as  amostras
provenientes do sobrenadante resultante do
macerado de orgios (3.2.4). A diluicio das
amostras foi de 1:10 em 200ul de MEM sem
SFB e o indculo foi feito em 4 repetigdes de 20pul
por pocilho. por amostra. Lavou-se rapidamente
a monocamada de cclulas com PBS por trés
vezes ¢. entdo. foram adicionadas as amostras
que sofrcram adsorcdo durante lh a 37°C em
estufa de CO, Apods adsorcdo. adicionou-se meio
MEM suplementado com 2% de SFB. As placas
foram incubadas a 37°C em estufa de CO- e
monitoradas por quatro dias. Duas placas foram
congeladas a — 80°C para utilizagio em
passagens posteriores e duas foram fixadas para
a identificagdo viral através da técnica de IPM
(3.1.7). O isolamento viral prosseguiu na terceira
¢ quarta passagens. descongelando-se ¢
congelando-se por trés vezes as placas mantidas
a — 80°C e inoculando-se cada uma das
repeticdes em nova monocamada de células.
como descrito anteriormente.

SINAIS
CLINICOS

=
3
NECROPSIA

DE ORGAOS

5

FETO 1

OFN YO VIYNINIIIA Y100S3-v03L10MEe

INTRANASAL: ORAL:
2ml CP/NADL

’ Zml NCP/NY -1 4ml NCP/NY -1 \

FRAGMENTOS sz PROCESSAMENTOQ ¢ “ntbioticos.

4ml CP/NADL

. - Macerado de
Orgios

i- Adigdo de PBS +

-
' Coleta SBN

Centrifugacio

Figura 2: Representacio esquematica dos processos de inoculagdo
viral. obtengdo ¢ processamento de amostras do animal infectado

experimentalmente e feto 1.

e Centrifuga CR 4 22 — Jouan; Rotor C/G4.22
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3.3 Imunohistoquimica (IHQ)
3.3.1 Amostras Utilizadas

Do animal inoculado experimentalmente descrito
no item 3.2.1, foram retirados pequenos
fragmentos de aproximadamente 1 cm de
didmetro ¢ 0.3 cm de espessura do intestino.
linfonodos. lingua, bago. pulmdo e coragio.
Foram coletados fragmentos de orgdos do fetol,
descrito em 3.2.3 ¢ amostras de um feto (feto 2)
também proveniente de caso de aborto com
suspeita clinica para DBV. Esse feto chegou ao
laboratorio ja fixado em solugdo de formol a
10% e. portanto. nio pode ser utilizado para o
isolamento viral rcalizado anteriormente. Todas
as amostras foram fixadas em solugdo de formol
a 10% ¢ processadas segundo técnicas
histolégicas de rotina (Luna. 1968).

Controles positivos. incluidos em parafina'’
provieram de uma novilha holandesa com lesdes
macroscopicas caracteristicas de doenga das
mucosas (MD) e incluiram secgoes de intestino
delgado, esofago, orofaringe e lingua. O
diagnostico deste animal foi previamente
confirmado pela técnica de imunohistoquimica
no laboratério de origem. Para a histopatologia
as seccdes de controles positivos ¢ amostras
obtidas foram coradas por Hematoxilina-Eosina.

Controles negativos da prova foram obtidos a
partir de fragmentos de intestino. esofago e
lingua de amimais de abatedouro, negativos ao
teste de RT-PCR “Nested” ja citado. Além disso.
substitui-se o anticorpo primario por PBS em
secgdes de controle positivo a fim de verificar as
marcagdes inespecificas.

3.3.2 Processamento das Amostras
3.3.2.1 Preparacio das Laminas

Adotou-se o protocolo de imunohistoquimica em
parafina. utilizado pelo “Veterinary Diagnostic
Laboratory”. Universidade de Minnesota. com
modificacdes e descricdo detalhadas a seguir.
Para maior aderéncia aos cortes. inicialmente. as
ldminas foram preparadas com uma solu¢do de

"7 Doados pelo “Veterinary Diagnostic Laboratory”,
Universidade de Minnesota, por intermédio do Prof.
Roberto Mauricio Carvalho Guedes.
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gelatina a 0.5% e sulfato de cromio III de
potassio (alimen cromio) a 0.05% em agua
destilada. Mergulhou-se as liminas. rapidamente,
por duas vezes em agua destilada e, em seguida,
na solugio preparada durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. Entdo. foram deixadas por
24 h a temperatura ambiente para secar.
Desparafinizou-se os cortes em quatro banhos de
xilol com duracdo de 3 minutos cada. A remogio
do xilol foi feita pela imersio dos cortes em
dlcool absoluto e hidratagio em solugdes
alcoolicas decrescentes de 90%. 80% e 70%.
durante 3 minutos cada. seguida pela imersdo em
dgua destilada por 3 minutos. O bloqueio da
peroxidase endogena foi feito em solugdo de
peroxido de hidrogénio a 30% em PBS por 30
minutos. Lavou-s¢ em agua corrente por 10
minutos. seguido de lavagem com PBS. por 5
minutos. A recuperacdo antigénica foi realizada
por digestdo enzimatica com proteinase K'* a
0,05% em tampdo fosfato 0.1 M por 5 minutos a
37°C. O bloqueio de ligagoes inespecificas foi
feito com solugdo de soro albumina bovina a 4%
em PBS, com os tempos de incubagio de 10
minutos a temperatura ambiente ou 30 minutos a
37°C quando em uso de anticorpos monoclonais
e 10 minutos a temperatura ambiente e 30
minutos ou | hora a 37°C para anticorpo
policlonal. seguido de lavagem com PBS.

3.3.2.2 Anticorpos prim:irios e conjugados

Foram utilizados dois anticorpos monoclonais. o
Panpestivirus anti- DBV DE9 (Mab PP) e
anticorpo monoclonal Px (Mab Px)'’, subclasse
IgGl. dirigido contra a principal glicoproteina do
envelope viral do VDBV, gp53/E2. um “pool”
destes dois anticorpos monoclonais ¢ anticorpo
policlonal anti-DBV de origem caprina (Pab).
Adicionou-se aos cortes 0s anticorpos primarios
diluidos em PBS em varias concentragdes. O
Mab PP foi utilizado nas diluigdes de 1:30. 1:50.
1:100, 1:200. 1:300 ¢ 1:400 em PBS: o Mab Px
foi diluido em PBS nas concentragdes de 1:100.
1:400. 1:600 e 1:1000, enquanto o “pool” dos
anticorpos monoclonais foi diluido a 1:200. A
dilui¢io do Pab variou de 1:300 a 1:32000. Os
anticorpos monoclonais foram incubados por 40
minutos em cidmara umida ¢ a temperatura

'¥ GIBCO BRL, Cat. n° 25530015
' Gentilmente cedido pela Dra. Maristela Pituco,
Instituto Biologico — SP




ambiente. enquanto o anticorpo policlonal. além
da incubacdo anterior foi testado com incubagido
por 12h a 4°C. em camara umida. Apos lavagem
com PBS durante 5 minutos. utilizou-se o kit
biotina — estreptavidina conjugada a peroxidase™’
com tempos de incubacdo com o anticorpo
secunddrio biotinilado e reacdo com a
estreptavidina de 15 minutos cada. alternados
pelo procedimento de lavagem. Também
foram utilizados como anticorpos secundarios os
conjugados anti-camundongo peroxidase. anti-
cabra peroxidase ¢ proteina G peroxidase™
diluidos em 1:100 e 1:200: 1:200; 1:100, 1:200,
1:400. 1:600, 1:800 e 1600. respectivamente.
Estes foram adicionados aos cortes sofrendo
incubagdo por 30 minutos em cimara umida a
temperatura ambiente seguido de nova lavagem
com PBS.

3.3.2.3 Revelaciao
A revelagiio da reagdo de [HQ foi realizada com

a utilizacdo de dois cromoégenos. o DAB ¢ o
AEC. Adicionou-se¢ aos cortes 0 cromogeno

3-amino-9-etil-carbazol (AEC) durante 7 a 15
minutos. lavando-se em seguida em dgua
corrente por 5 minutos. Foi feita a imersdo em
Hematoxilina de Mayer por 45 segundos.
seguida de nova lavagem em agua corrente por 3
minutos. A montagem das ldminas foi feita em
meio aqiioso (Prophet et al.. 1992). Na revelagdo
por 3.3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB) fez-se a coloragio contraste com
Hematoxilina de Mayer. como realizado com o
cromogeno anteriormente utilizado. Em seguida
foram realizados passos de desidratagio em
concentra¢cdo de alcoois crescentes (1 minuto
cada) e xilol (1 minuto). O tempo de incubagdo
com o cromogeno DAB foi o mesmo utilizado
para o AEC. Apos revelagdo pelo DAB. foi feita
a montagem das liminas utilizando-se Balsamo
do Canada natural.

Nas Figuras 3 e 4. representagdo esquematica da
reagdo de imunohistoquimica com 0s conjugados
anti-camundongo peroxidase, anti-cabra
peroxidase. proteina G peroxidase ¢ o kit
comercial LSAB. respectivamente.

Conjugado

Anti-soro

Cromégeno % .

Seccoes histologicas '_.__ =

DAB ou AEC

Anti-cabra Peroxidase
Anti-Camund. Peroxidase
Proteina G Peroxidase

Mab PP anti-DBV
Mab Px anti-DBV
“Pool” Mabs

Pab anti-DBV

Bloqueadas

-

Figura 3: Representagio

esquematica da reacdo de

imunohistoquimica utilizando os conjugados anti-cabra peroxidase.
anti-camundongo peroxidase ¢ proteina G peroxidase.

“ Large Volume DAKO LSAB+Kit, Peroxidase
K0690
*! SIGMA: Cat. P-8170
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Cromogeno

KIT LSAB

Anti-soro

Seccoes histologicas

DAB ou AEC

Estreptavidina-peroxidase
Anticorpo biotinilado

Mab PP anti-DBV
Mab Px anti-DBV
“Pool” Mabs

Pab anti-DBV

Bloqueadas

Figura 4: Representagido

esquematica da reacdo de

imunohistoquimica utilizando o kit comercial LSAB peroxidase.

3.4 Observagio e Registro dos Resultados

As comparagdes entre fixadores e bloqueadores.
substratos DAB e AEC no ensaio de [PM foram
realizadas pela observagio ao microscopio optico
(M.O.) de luz invertida Leitz Diavert (ocular
projetiva = 3.3 vezes) e M.O de luz invertida
Olympus IX 50 — S1F (ocular projetiva = 5.5
vezes) ¢ registros foram feitos através de cimera
fotografica Olympus PM-6 (Filme Kodak Pro-
Image. asa 100). A leitura das laminas de THQ
foi feita em M.O. de luz invertida/fluorescéncia
Olympus BH2 — RFCA (ocular projetiva = 5.5
vezes) e registros foram realizados através de
camera fotografica Olympus PM-10AD (Filme
Kodak Pro-Image, asa 100). O calculo da
ampliacio das imagens foi feita pela
multiplicagdo da objetiva x valor da ocular
projetiva x razdo da ampliacdo (RA = ampliacdo
do filme/ampliagio do negativo).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Teste de Imunoperoxidase em
Monocamada de Células (IPM)

O cultivo primario de PFB foi extremamente

sensivel ao virus da DBV e apresentou facilidade
de cultivo com bom crescimento da quarta a
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décima segunda passagem. As células de cultivo
primario de PFB tiveram suas passagens
monitoradas constantemente para certificar-se da
auséncia de contaminacdo por este agente viral,
resultando em grande atraso na padronizagdo da
técnica de IPM, além de gastos com técnicas
mais refinadas. como a RT-PCR. Quando alguma
contaminagio era detectada as células de cultivo
primdrio eram descartadas. o que acarretava a
producdo de novos lotes dessa célula. com novo
monitoramento ¢ que poderiam apresentar o0s
mesmos tiscos de contaminacio dos lotes
anteriores.

As culturas de células mais adequadas para a
propagacgio do VDBV sio aquelas derivadas de
tecidos bovinos. Os cultivos primarios podem ser
empregados mas podem estar contaminados,
principalmente. pelas cepas NCP de VDBV
devido a grande prevaléncia desses agentes nos
rebanhos.  Linhagens celulares continuas
apresentam menor susceptibilidade ao virus, mas
sdo mais seguras ¢ consistentes em seu
crescimento (Carbrey et al., 1971).

Em relacdo aos métodos de fixacdo. o calor a
80°C foi considerado o melhor método. seguido
pela fixacdo em acetona a 20% em PBS. Ambos
os métodos mantiveram a estrutura celular. o que




nido ocorreu com os outros dois fixadores. a
formalina a 3% ¢ o paraformaldeido a 4% em
PBS. Na Tabela 1 ¢ mostrado o resultado da
fixacdo da monocamada de células de PFB.
Observou-se que o calor preservou bem a
estrutura celular. provocando apenas um leve
encolhimento das células. Com a fixagdo pela
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acetona. a unica alteracdo visivel foi um
arredondamento das células. Os outros dois
fixadores praticamente destruiram a

monocamada de células e provocaram um
alongamento intenso da regido citoplasmatica e
nuclear.

Tabela 1: Classificacio dos métodos de fixacdo utilizados na reacdo de imunoperoxidase segundo critério

de manutencdo da estrutura celular.

. o Acetona a 20% Formalina a 3%  Paraformaldeido a 4%
Fixador Calora 80°C em PBS em PBS em PBS
Manutengdo da e §4 & 9

estrutura celular

++ = preservagdo da estrutura celular com poucas alteragoes

+ = preservacdo precaria com modificacdo intensa na estrutura celular

A fixacdo ¢ um processo que lenta preservar as
células em seu estado nativo em relagdo ao
tamanho. morfologia e a localizagio dos
constituintes quimicos (Lillie, 1947). Além disso.
a fixacdo deve prevenir a perda do antigeno.
permeabilizar a célula para permitir acesso livre
a0s anticorpos ¢ manter o antigeno de forma que
ele possa ser reconhecido eficientemente pelo
anticorpo. Em geral, os métodos de fixacdo
podem ser divididos em duas classes: solventes
organicos ou reagentes coagulantes e reagentes
de “cross-linking” ou ndo coagulantes. Os
primeiros, tais como metanol. etanol e acetona,
removem lipideos dos tecidos ¢ distorcem
severamente a estrutura terciaria das proteinas,
causando a sua precipitagdo e. por isso. também
sdo usualmente chamados de agentes
precipitantes (Polak & Van Noorden. 1986:
Harlow & Lane. 1988). Aparentemente, a
dissolucdo de lipidios de membrana pela fixagdo
pelo alcool facilita a penetragdo do anticorpo.
amplificando a imunomarcagdo (Elias. 1990). Os
ndo coagulantes. como o formaldeido. formam
pontes intermoleculares que criam uma rede de
proteinas antigénicas ligadas. O mecanismo
exato pelo qual o formaldeido atua como agente
fixador ndo estd totalmente estabelecido. mas
envolve a reagdo cruzada de sitios reativos
dentro da mesma proteina ¢ entre diferentes
proteinas via pontes de metileno (Ramos-Vara &
Beissenherz. 2000). Essas reacdes modificam as
estruturas tercidria ¢ quaternaria das proteinas
mas ndo as estruturas primdrias e secundarias.
Portanto, ambas as classes de fixadores podem
alterar ou mascarar muitos epitopos (Harlow &

Lane. 1988: Elias. 1990). Assim. a fixa¢io deve
ser estudada particularmente para os antigenos e
anticorpos  pnmarios que estio  sendo
pesquisados, de forma que o regime de fixacdo
aplicado evite o aparecimento de reagdes falso-
negativas (Elias. 1990).

Pelos resultados obtidos neste experimento. o
calor apresentou 0s requerimentos necessarios ao
que se propde a fixagdo. como discutido acima.
Além disso. o calor apresentou-s¢ como o
método de fixagdo mais rapido e. visando utiliza-
lo em procedimentos de rotina, pode ser
considerado como o mais vantajoso. Segundo
Lillie (1947) ¢ Thompson (1966), o calor ¢ um
fixador que preserva a morfologia dos
componentes do tecido. além de ser um método
rapido de fixacdo, congruente com os achados
deste estudo. A fixacdo pelo calor geralmente ¢
utilizada quando se deseja evitar a introducdo de
substiancias quimicas no material a ser fixado. O
calor atua como um fixador por coagular as
proteinas (Lillie. 1947. Thompson, 1966) e,
portanto, também poderia alterar varios dos
epitopos conformacionais do VDBV. Entretanto,
a partir dos resultados obtidos, sugere-se que,
mesmo ocorrendo alguma alteragio em um ou
varios dos epitopos do VDBV, naqueles epitopos
para os quais os anticorpos utilizados eram
especificos. ndo houve alteragdo conformacional
por este método de fixagdo ou a modificacdo foi
insuficiente para resultar em dano estrutural.
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O método de fixagdo pela acetona a 20% em
PBS. apesar do o6timo resultado obtido. nio foi
escolhido por dois motivos principais: 0 primeiro
foi devido ao tempo de fixacdo que. quando
comparado a fixagdo pelo calor. aumentou em
torno de 3h e o segundo foi atribuido aos efeitos
desnaturantes desse fixador conhecidos por
afetar severamente alguns dos  cpitopos
conformacionais do virus da DBV,
principalmente quando em uso de anticorpos
monoclonais. Elahi et al. (1997) discutem estes
efeitos em seu trabalho. propondo a utilizagdo da
acetona para estudos de variagdo antigénica do
VDBV.

Neste estudo, a formalina e o paraformaldeido
ndo preservaram bem a estrutura celular. o que
contradiz os trabalhos descritos na literatura.
Segundo Harlow & Lane (1988). a fixa¢do com
reagentes ndo coagulantes preserva melhor a
estrutura celular do que solventes orginicos. mas
poderia reduzir a antigenicidade de alguns
componentes celulares. Elahi et al. (1997)
reafirmam em seu experimento o enunciado
acima e recomendam o uso da formalina para o
diagnostico da DBV. Em geral. a fixagdo
quimica € considerada como um procedimento
complexo que depende das propriedades
intrinsecas do fixador. pH. osmolaridade.
temperatura, duragdo da fixagdo e tipo de tecido
ou célula a ser fixada (Thompson, 1966; Elias,
1990). A ma preservagdio observada na
monocamada de células pelos métodos acima
citados foi. possivelmente. gerada por uma
variagio do pH das solugdes de formalina e
paraformaldeido utilizadas para valores distantes
da neutralidade. 0 que poderia ter afetado a
estrutura da monocamada de células.

Tabela 2: Classificagio dos métodos de bloqueio

comparagdo com o controle nio bloqueado.

Poucos trabalhos discutem sobre os métodos de
fixacdo utilizados comumente nos ensaios
baseados em cultivo de células para a deteccio
do VDBYV. Smith et al. (1988) compararam uma
solugdo fixadora tamponada contendo formalina
¢ acetona e somente acetona. Os autores
concluiram que a imunomarcagdo foi melhor
quando somente a acetona foi utilizada e que a
formalina poderia bloquear. alterar ou destruir o
epitopo para o qual o anticorpo monoclonal
utilizado era especifico. Cay et al(1989)
utilizaram o calor a 80°C e a acetona a 20% em
solugdo tampdo sem, entretanto. discutir sobre a
agdo destes fixadores nas células. Saliki et al.
(1997) discutiram em scu trabalho sobre o uso da
acetona em  varias  concentragdes  em
monocamadas de células crescidas em suporte
plastico ou em laminas de vidro. Os
pesquisadores reafirmaram que a acetona. ou
outros solventes orginicos como 0 metanol, sio
requeridos para a obtengdo de 6timos resultados
em ensaios de marcagdo celular. Entretanto.
encontraram que um simples ciclo de secar-
reidratar-secar ¢ suficiente para a fixagdo de
células em suporte plastico e poderia-se utilizar a
acetona preferencialmente para a fixagio celular
em superficies de vidro.

Dentre os métodos de bloqueio testados e
combinados aos diferentes fixadores. diferenca
visivel ocorreu somente na fixagido pelo calor,
utilizando-se a soro albumina bovina (SAB) a
4% em PBS como bloqueador (Tabela 2). Esta
combinagdo manteve a estrutura celular bem

preservada e resultou em menor marcagdo de
fundo

utilizados na reagdo de imunoperoxidase em

Solndio dé Bloaudio Soro Albumina Bovina Gelatina Leite em po desnatado
olugdo de Dloqu A 4% em PBS a 1% em PBS a 5% em PBS
Redugdo da
Coloragio de fundo L - "

+++ = 20% de redugdo da coloracdo de fundo
++ = 10% de redugdo da coloracdo de fundo
+ = sem redugdo da coloragdo de fundo
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A marcagdo inespecifica € um dos muitos fatores
que interferem com a interpretacdo de resultados
em ensaios de marcacdo celular ¢ € definida
como qualquer marcagio detectada. ou na
amostra teste ou em controles. que nio esteja
especificamente relacionada com a reagio com o
anticorpo primario. A marcagdo inespecifica
pode ser o resultado de uma série de reagoes. tais
como. reatividade cruzada do anticorpo
secundario a IgG endogena ou outras proteinas
no tecido ou monocamada de células. ligagdo nido
imunologica da peroxidase ao colageno.
atividade de peroxidase endogena. interagdes
i0nicas da avidina aos anions do tecido. ligagdo
da avidina a biotina endodgena, ligacdo ndo
especifica da Ig total aos receptores Fc, presenga
de pigmentos endogenos e de aldeidos livres e
interagdes idnicas ¢ hidrofobicas entre anticorpo
e antigeno (Elias, 1990). Para algumas dessas
situacdes. 0 uso de agentes bloqueadores ndo
especificos € um meio efetivo de reduzir as
ligacdes inespecificas e os mais comumente
utilizados sdo a albumina do ovo. soro albumina
bovina (SAB), gelatina, leite em pd ¢ soro fetal
bovino (SFB) (Harlow & Lane. 1988: Elias.
1990). Neste estudo, das solugdes de bloqueio
utilizadas na monocamada de PFB fixada pelo
calor. a SAB a 4% em PBS reduziu visivelmente
a coloragdo de fundo gerada pela ocorréncia de
ligagdo inespecifica quando em uso do Pab anti-
VDBV de origem caprina e conjugado anti-cabra
peroxidase.

O Mab Panpestivirus anti-VDBV DE9 (Mab PP),
diluido 40 vezes e o conjugado anti-camundongo
peroxidase. diluido 200 vezes, forneceram uma
marcacdo especifica melhor do que as outras
diluigdes, com pouca marcacdo inespecifica ou
de fundo. Para o anticorpo policlonal anti-VDBV
de origem caprina a melhor dilui¢io obtida foi de
1:300, com o conjugado anti-caprino peroxidase
diluido em 1:50.

Virios ensaios utilizam anticorpos anti-VDBV
para o diagnostico etiologico da DBV ¢ a
qualidade destes anti-soros ¢ importante para o
sucesso da técnica aplicada para a detec¢do deste
agente. O soro policlonal ¢ obtido por meio da
hiperimunizagio de animais experimentais e sua
produgdo e utilizagdo podem ser comprometidas
por uma série de fatores. Um dos principais
fatores ¢ o grau de punficagio do VDBV
utilizado na imunizacdo dos animais ¢ este

processo. no caso do VDBV, ¢ devido
principalmente a sua natureza associada a célula.
Assim. pode-se encontrar anticorpos contra
antigenos celulares no soro hiperimune. o que
acarretara uma reagdo inespecifica intensa nos
ensaios imunologicos. Essas reagdes podem ser
reduzidas pelo crescimento do virus em células
derivadas da espécie utilizada para a produgio do
anti-soro para VDBV. Qutro problema ¢ a
qualidade do soro obtido que pode depender da
cepa viral e do programa de imunizagdo utilizado
(Deregt et al.. 1990). Por outro lado. anticorpos
monoclonais (Mabs) contra os pestivirus, tém
sido amplamente utilizados. tanto em estudos de
variacdo antigénica (Pellerin et al.. 1994: Ridpath
et al. 1994: Donis. 1995; Edwards & Paton.
1995) como para o diagndstico destes agentes.
Dentre cles. os género-especificos. nio
neutralizantes. usualmente dirigidos contra a
proteina ndo estrutural pl25/80 e os espécie-
especificos.  frequentemente  neutralizantes.
dirigidos contra a principal glicoproteina do
envelope viral. a gp33/E2 (Edwards. 1990.
Nettleton & Entrican. 1995; Deregt et al., 1998:
Graham et al. 1998). Tanto o anticorpo
policlonal quanto o monoclonal utilizados
identificaram o VDBV produzindo boa marcagio
citoplasmatica especifica para este agente.
Entretanto, como ja era esperado. a reagdo de
imunoensaio com o anticorpo policlonal gerou
uma marcagdo inespecifica mais intensa quando
comparada a reagdo com o anticorpo
monoclonal.

Os anticorpos monoclonais possuem como
vantagem uma alta especificidade. seletividade
refinada. homogeneidade quimica e suprimento
continuo (Polak & Van Noorden. 1986: Harlow
& Lane. 1988: Smith et al.. 1988: Elias. 1990:
Kirkland & Mackintosh. 1993). o que diminui a
ocorréncia de reagdes inespecificas. Porém, uma
desvantagem potencial para uso em testes de
diagnostico ¢ sua monoespecificidade. Esse
problema pode ser resolvido utilizando-se um
“pool” de Mabs. que juntos reagem com varias
cepas ¢ isolados de VDBV conhecidos (Deregt ct
al.. 1990: Nettleton & Entrican. 1995: Deregt &
Prins, 1998). Outra desvantagem ¢ que o0s
anticorpos monoclonais frequentemente
demoram mais tempo € sio mais onerosos para
se produzir do que os anticorpos policlonais
(Harlow & Lane. 1988). Neste experimento.
apesar de produzir uma maior coloracdo de
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fundo. o anticorpo policlonal reagiu bem com
ambas as cepas de VDBV utilizadas.
apresentando uma marcagio especifica bastante
nitida, quando comparada com controles
negativos. Neste caso, poderia-se optar pelo
emprego do anticorpo policlonal em lugar do
anticorpo monoclonal para testes de rotina
utilizados para a prova de [PM para DBV. ja que
ambos apresentaram bons resultados. Isso teria
como vantagem uma diminuigdo de custos na
realizagdo do teste, além da redugdo no tempo de
producdo ¢ maior facilidade de obtencio dos
anticorpos, contririo aos requisitos de produgio
dos anticorpos monoclonais., como discutido
acima.

O resultado da reagio de imunoperoxidase com o
uso do anticorpo policlonal é mostrada na Figura
5. onde o citoplasma de células positivas aparece
fortemente corado de vermelho (cromogeno
AEC). com aspecto granular e¢ o nucleo
permancce claro. Na Figura 6 observa-se o
controle negativo da reag¢do anterior, onde por
toda a monocamada as células ndo inoculadas
aparecem com uma coloragio fraca e
homogénea. Com a utilizagdo do cromdgeno
DAB o citoplasma das c¢lulas infectadas tornou-
se corado de marrom tendendo para o amarelo,
enquanto o nucleo permaneceu claro (Figura 7) e
o controle negativo de células nio infectadas
apresentou-se  com  coloracdo  amarelada
homoggénea (Figura 8).

Reagentes marcados cnzimaticamente  sdo
detectados por meio de cromogenos soluveis que
precipitam apds a acdo do complexo enzima-
substrato. produzindo um produto corado e
insoluvel no sitio de localizagio da enzima. Uma
série de cromogeénos esta disponivel para cada
enzima. incluindo a diaminobenzidina (DAB). o
aminoetilcarbazol (AEC), o 4-cloronaftol (4-CN)
¢ tetrametilbenzidina (TMB). O DAB ¢ o
cromogeno mais comumente utilizado e ¢ um
dos mais sensiveis para a peroxidase (Harlow &
Lane. 1988; Elias, 1990). Nos ensaios realizados
em seccdes de tecido., o AEC ou outro
cromégeno podem ser utilizados quando a reagio
com o DAB produz muita coloragio de fundo ou
se a cor do cromégeno alternativo ¢ a requerida
para um determinado experimento (Harlow &
Lane. 1988). Entretanto. scgundo Elias (1990) os
cromogenos alternativos 1ém  sido menos
eficientes do que o DAB por varias razdes. O
produto formado pela reagdo com o AEC, por
exemplo, ¢ solivel em agua. pode desbotar com
o tempo ¢ ha suspeita deste ser carcinogénico. O
4-cloronaftol. além de soluvel em agua, possui
uma marcacio nitidamente mais fraca do que o
DAB e o AEC. Entretanto, neste experimento, o
melhor resultado foi obtido pela reagio com o
AEC, devido ao contraste da cor vermelha do
citoplasma com o nuicleo claro, superior ao
apresentado pela reagdo com o DAB que. além
disso. produziu uma maior marcagio de fundo.

Detecgdo do virus da DBV (cepa CP/NADL) pela utilizagdo de anticorpo policlonal e
meétodo de Imunoperoxidase em Monocamada de Células de cultivo primario de Pulmao
Fetal Bovino. A marcacdo antigeno-especifica citoplasmatica apresenta-se de cor vermelha
pelo cromoégeno AEC. 240X,

Figura6 - Controle negativo da reagdo de Imunoperoxidase em Monocamada de Células de cultivo
primario de Pulmio Fetal Bovino. Utilizagdo de anticorpo policlonal e cromégeno AEC.

240X.

Figura 7- Detecgdo do virus da DBV (cepa CP/NADL) pela utilizagio de anticorpo policlonal e
método de Imunoperoxidase em Monocamada de Células de cultivo primadrio de Pulmio
Fetal Bovino. A marcacgio antigeno-especifica citoplasmatica apresenta-se de cor marrom-

amarelada pelo cromogeno DAB. 270X,

Figura 8 -

Controle negativo da reagdo de Imunoperoxidase em Monocamada de Células de cultivo

primério de Pulmio Fetal Bovino. Utilizagdo de anticorpo policlonal e cromégeno DAB.

270X.







Os ensaios de imunoperoxidase. juntamente
com as técnicas de imunofluorescéncia.
fornecem um meio simples, rapido. eficiente e
sensivel para a detec¢do e identificagdo do
VDBV (Saino et al.. 1994). Apesar de seu valor
inestimavel para o  diagnostico desta
enfermidade. a imunofluorescéncia apresenta
desvantagens inerentes que limitam o seu uso.
como por exemplo, a necessidade de um
microscopio de fluorescéncia, perda da
fluorescéncia apds curta exposicio a luz
ultravioleta e preservagdo precdria das
preparagdes coradas (Ward & Kaeberle, 1984).
Por sua vez, a imunoperoxidase apresenta
algumas vantagens sobre a técnica de
imunofluorescéncia como a utilizagio de
microscopio de luz visivel, tornando-se por isso
um método mais barato. com grande facilidade
de leitura e interpretagdo. além da preservagio
permanente do material corado (Ward &
Kaeberle. 1984: Afshar et al.. 1991: Haines &
Clark. 1991; Saino et al.. 1994; Castro et al.,
1997).

Outra vantagem ¢é que quando realizada em
conjunto com o isolamento wviral em
monocamada de células semeadas em
microplacas de 96 pocilhos. a imunoperoxidase
pode ser utilizada para testar um grande numero
de amostras. Esta técnica. realizada em
microplacas. tem sido empregada com sucesso
para a identificacdo de animais PI em rebanhos
sob o regime de programas de controle da
DBV (Saino et al.. 1994:. Dubovi. 1996; Saliki
et al. 1997. Deregt & Prins, 1998). A
imunoperoxidase também pode ser utilizada
como excelente ferramenta para a detecgdo do
VDBV como contaminante do SFB. de cultivos
celulares e sémen. Vidrios autores discutem a
importincia do VDBV como contaminante
comum do soro fetal bovino. linhas celulares e
amostras de sémen (Afshar et al., 1991; Oliveira
et al. 1996; Castro et al. 1997, Zabal et al..
2000).

A reacdo de IPM padronizada neste trabalho
mostrou-se  bastante  eficiente para a
identificacdo de cepas classicas sendo, entdo,
utilizada na detec¢do de amostras provenientes
de um animal inoculado experimentalmente e
amostras de campo como apresentado a seguir.

4.2 Imunoperoxidase em Monocamada de
Células conjugada ao Isolamento Viral

Com relagdo ao aparecimento de sinais clinicos
¢ alteragdes macroscopicas do animal inoculado
experimentalmente febre foi o unico sinal
clinico observado durante o periodo de sete dias
pos-inoculagdo do virus. A necropsia. observou-
se apenas aumento dos linfonodos mesentéricos
e axilares.

A Tabela 3 apresenta os resultados do
isolamento viral para os fragmentos de orgdos
do animal infectado experimentalmente ¢ feto 1.
utilizando-se a IPM padromizada para a
identificag¢do viral. Foram recuperadas somente
cepas NCP a partir dos orgios do animal
infectado experimentalmente e feto 1. De quatro
repeticdes. o figado. baco e esdfago obtiveram
quase a totalidade de pocilhos positivos na
segunda e quarta passagens. O pulmio, traquéia
¢ linfonodo axilar apresentaram numeros entre
dois e quatro de pocilhos positivos para as
passagens realizadas. Finalmente. o intestino e
linfonodo mesentérico apresentaram somente
um ou dois pocilhos positivos. Nas amostras do
feto 1. o VDBV foi identificado na segunda
passagem/AEC, com um pocilho positivo ¢ na
quarta passagem/AEC e¢ DAB., com quatro
pocilhos positivos, mas ndo foi identificado na
segunda passagem/DAB.

Os resultados de terceira passagem para as
amostras provenientes de fragmentos de orgios
do animal infectado experimentalmente e feto 1
foram inconclusivos devido a ocorréncia de um
precipitado por toda a monocamada de células,
impossibilitando a leitura das placas. A causa
deste precipitado ndo foi identificada. porém,
esse fendomeno foi observado apenas nesta
reacdo. ndo se repetindo em nenhum dos outros
experimentos realizados de segunda e quarta
passagens.

O 1V. revelado por IPM, das amostras de orgdos
do animal inoculado experimentalmente
detectou com sucesso o antigeno viral da DBV.
Em um experimento de infecgdo experimental
em bovinos pela cepa NCP/VDBV, Marshall et
al. (1996) isolaram o virus da DBV 10 dias pos-
inoculagdo em vdrios oOrgdos. como por
exemplo. timo. bago, ileo. figado, pulmao, rim.
linfonodo mesentérico. entre outros.
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Tabela 3: Resultado do Isolamento Viral de segunda e quarta passagens em monocamada de cultivo
primario de Pulmdo Fetal Bovino das amostras provenientes do animal inoculado experimentalmente e

feto 1.
22 2 42 42
Amostras  Orgios  Passagem # Passagem # Passagem # Passagem =
DAB* AEC* DAB AEC
1 Figado P 4 P 4 P 4 P 4
2 Pulmio P 2 P 2 P 4 p 4
3 Bago P 4 P 4 P - P 4
! Esofago P 3 P - P 4 P 4
5 Lfn Axilar P E P 4 P 2 P 2
6 Lin P 2 P 1 P I P 1
Mesentérico
7 Intestino P 1 P 2 P 2 P 2
8 Traquéia P 4 P 2 P 2 P 2
Grupo de
9 orgios N 0 P 1 P 4 P 4
Feto 1
Grupo de
10 orgios N 0 P 1 P 4 P 4
Feto 1

Lin = linfonodo

N = negativo

P = posiivo

# = numero de pocilhos positivos (1 a 4)
* DAB e AEC = cromogenos

Os titulos virais mais altos foram encontrados no
timo. linfonodo mesentérico. medula o6ssea. ileo
e pulmdo. Spagnuolo-Weaver et al. (1997), em
estudo de infecgdo experimental aguda,
recuperaram ambos os bidtipos de VDBV de
uma gama de tecidos tdo cedo quanto 12 horas
até oito dias pos-inoculagdo € um maior nimero
de amostras continha o biotipo NCP.

Nos experimentos desenvolvidos por Bruschke et
al. (1998). animais livres de VDBV inoculados
experimentalmente com cepa NCP apresentaram
o virus da DBV em orgios linfoéides bem como
no pulmio. intestino. figado. entre outros. Do

quinto ao sétimo dia pos-inoculagdo foi possivel
isolar o antigeno viral de praticamente todos os
orgdos amostrados. Especialmente no sétimo dia
pos-inoculagdo. foram encontrados altos titulos
virais, principalmente. no ileo. incluindo placas
de Pever ¢ tecidos linfoides. Altos titulos virais
também foram encontrados em outras partes do
intestino. no bago. pulmio, timo e figado nesse
mesmo dia. Portanto. no que se refere a
distribuicdio do virus em tecidos e orgdos do
animal inoculado experimentalmente detectado
pelo IV e revelado pela IPM. os resultados
obtidos neste experimento condizem com oS
achados na literatura.




O método de IV em cultura de cclulas. revelado
pelo ensaio de IPM. identificou de maneira
cficaz 0o VDBV a partir do agrupamento de
orgdos do feto 1 proveniente de um caso de
aborto ¢ os resultados foram congruentes com 0s
achados na literatura. Smith et al. (1988)
isolaram o VDBV de 10 em 44 casos de aborto
fetal bovino. sendo que sete dessas amostras
isoladas eram NCP. Nos estudos de Baszler et al.
(1995), o VDBV foi isolado de cinco em cinco
casos de aborto bovino a partir de multiplos
orgios fetais. Muifioz et al. (1996) isolaram o
VDBV de amostras de baco. rim. pulmio e
figado de fetos, aparentemente sadios. coletados
em abatedouro com rigoroso controle sanitario
na Argentina e encontraram uma alta prevaléncia
de infec¢do fetal pelo virus da DBV. Além disso.
a maioria dos casos positivos foi observada no
primeiro ou secgundo subcultivo. Thir et al
(1997) também utilizaram um agrupamento de
orgdos para o isolamento viral do VDBV e
demonstraram que. principalmente nos casos de
fetos autolisados. a sensibilidade do IV poderia
ser aumentada utilizando-se orgaos
separadamente ¢ ndo um grupo de o6rgidos. Os
isolados do presente estudo foram identificados
como amostras NCP, que ¢ um achado comum
para isolados de VDBV a partir de fetos (Mufioz
et al.. 1996).

Nesse estudo. os resultados do IV do feto 1
identificados por DAB mostraram um exemplo
onde o agente infeccioso ndo foi detectado na
segunda passagem € sim na quarta, o que pode
ter ocorrido devido a um longo periodo entre a
morte fetal e a coleta do maternial ou as condigoes
inadequadas de acondicionamento € transporie
da amostra. Ja para os resultados referentes ao
bezerro inoculado experimentalmente. o IV foi
eficaz em tlodas as passagens lestadas. o que
pode ser explicado pelo tempo transcorrido entre
a inoculagdo e o sacrificio. periodo em que
segundo a literatura poderia-se encontrar. na
maioria dos 6rgdos do animal. um alto titulo
viral. Esses resultados mostram a importancia de
se conhecer o historico da amostra e da doenca
no rebanho. além dos cuidados necessarios a
coleta e envio de material para o laboratorio.

O método de isolamento viral pode ser
influenciado por fatores como a susceptibilidade
do cultivo celular a infeccdo. o meio de cultura. o
formato e protocolo do teste. E um método
oneroso ¢ demorado. podendo requerer varios

dias ou mesmo semanas para ser realizado. mas
pode ser aplicado a um grande numero de
amostras quando realizado em microplacas
(Brock. 1995; Sandvik, 1999). Essa técnica
também pode apresentar resultados negativos em
alguns casos. devido a auséncia do virus
infeccioso na amostra submetida (Haines et al..
1992). Isso poderia ocorrer em situagdes onde o
virus foi inativado devido a condicdes
inadequadas de transporte. amostras toxicas ou
contaminadas. uso incorreto de desinfetantes
durante a coleta de sangue. entre outros (Horner
et al. 1995; Laamanem et al. 1997), como
discutido no paragrafo anterior.

4.3 Imunohistoquimica (IHQ)
4.3.1  Reacio de Imunohistoquimica
4.3.1.1 Componentes da Reacio

Nas Tabelas 4 e 5 estio representadas as
variagdes dos parametros utilizados na reagio de
imunohistoquimica (IHQ) para a padronizagdo
da técnica e a comparagio entre resultados
obtidos foi realizada segundo um sistema
subjetivo de classificac¢do de 1 a 4 cruzes.

Como descrito para o ensaio de imunoperoxidase
em cultura de células (4.1), os anticorpos
monoclonais forneceram melhores resultados
quando comparados ao wuso do anticorpo
policlonal. Apesar de ocorrer, a marcagdo
inespecifica foi bastante discreta quando
utilizou-se anticorpos monoclonais. Apesar da
intensa coloracio de fundo. o anticorpo
policlonal utilizado neste experimento produziu
uma boa marcacdo.

Como ja discutido anteriormente. 0s anticorpos
policlonais aplicados a varios tipos de ensaios
imunolégicos apresentam algumas desvantagens.
Haines et al. (1992) complementam aquelas
informagdes dizendo que a  prncipal
desvantagem do uso dos anticorpos policlonais €
que a sua quantidade finita restringe a habilidade
da padronizacio de testes entre laboratorios e
dentro de um mesmo laboratorio durante um
periodo de tempo. Além dos antigenos celulares
contra 0s quais os anticorpos policlonais podem
ser dirigidos. deve-se ter em mente que podem
ocorrer, também. reacdes contra outros
patdogenos para os quais os animais tenham sido
exXpostos.




Tabela 4: Classificacdo* da reacdo de imunohistoquimica utilizando-se anticorpo policlonal. kit comercial
LSAB e revelagdo pelos cromogenos DAB e AEC.

Tempo/ Tempo/Temperatura Kilsap Tempo de incubagdo/
Diluicdo Temperatura bloqueio  incubacdo anticorpo 1° DAB AEC CTOMOgEno
1:300 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente Nd Nd 10 -15°
1:600 10’/temp.ambiente 40’/temp.ambiente Nd Nd 10 -15°
1:1500 10°/temp.ambiente 40°/temp.ambiente Nd Nr 10 -15°
1:2500 10°/temp.ambiente 40’ /temp.ambiente Nd Nr 10 - 15°
1:3200 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente Nd Nd 10 -15°
1:3600 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente ++ + 12}
1:3600 30°/37°C 40°/temp.ambiente ++ Nr 12°
1:3600 30°/37°C 12h/4°C + Nr 12°
1:3600 1h/37°C 12h/4°C + Nr 12’
1:3600 1h/37°C 12h/4°C + Nr 10°
1:4000 30°/temp.ambiente 40°/temp.ambiente + Nr 7
1:4000 30°/37°C 40’ /temp.ambiente ++ Nr 123
1:4000 30°/37°C 12h/4°C + Nr 127
1:6000 30°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente + Nr i
1:6000 1h/37°C 12h/4°C + Nr 107
1:8000 30’/temp.ambitente 40’/temp.ambiente + Nr a
1:8000 1h/37°C 12h/4°C + Nr 10°
1:16000 30°/37°C 40°/temp.ambiente + Nr 107
1:32000 30°/37°C 40’/temp.ambiente Nd Nr 10°

* Segundo cnitério de 1 a 4 cruzes:

+ - marcagdo inespecifica difusa/forte; marcagdo especifica multifocal forte

++ - marcagdo inespecifica difusa/fraca: marcagio especifica multifocal forte

+++ - marcacdo inespecifica focal/fraca; marcagdo especifica multifocal forte

++++ - marcacdo inespecifica focal/quase inexistente: marcacio especifica multifocal forte
Nd = ndo detectado ou por grande marcagdo inespecifica ou por auséncia de marcacdo.

Nr = ndo realizado

A maioria dos trabalhos atuais de deteccio do
VDBV em I[HQ utilizam-se de anticorpos
monoclonais. geralmente, um “pool” de
anticorpos  monoclonais que. como ja
mencionado. eliminaria o problema de sua
monoespecificidade (Baszler et al. 1995;
Marshall et al.. 1996; Spagnuolo-Weaver et al..
1997: Liebler-Tenorio et al., 2000: Stoffregen et
al., 2000), além da utilizagdo de anticorpos
monoclonais para estudos de epitopos altamente
conservados do VDBV (Haines & Ellis; 1994).

Nio houve diferengas na distribuicdo do antigeno
viral da DBV quando utilizou-se ou anticorpos
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policlonais ou monoclonais. Hewicker et al
(1990) também ndo encontraram diferengas
obvias em relagdo a distribuigdo do VDBV no
sistema nervoso central de animais Pl quando
comparada aquela encontrada em estudo prévio
com anticorpo policlonal. Haines et al. (1992)
compararam o uso de anticorpo policlonal e
monoclonal em ensaio de imunohistoquimica
para a detecgdo do VDBV em 45 casos de
doenca das mucosas e observaram que houve
idéntica distribui¢do de marcacio
imunohistoquimica em todos os casos testados.
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Tabela 3: Classificagdo* da reagdo de imunohistoquimca utilizando-se os anticorpos monoclonais Mab
PP ¢ Mab Px, “pool” de monoclonais, kit comercial LSAB e revelacio pelos cromégenos DAB e AEC.

An.ticor_po _ Tempo/ Tempo/Temperatura KIT LSAB Tempo de
primario Diluigdo Temperatura mcubagdo anticorpo incubacio/
bloqueio 1° DAB AEC cromogeno
Mab PP 1:30 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente + + 10 - 18
1:50 10°/temp.ambiente ~ 40’/temp.ambiente + ++ 12°
1:100 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente ++ ++ 10 - 15°
1:100 10’ /temp.ambiente  40’/temp.ambiente T+ Nr 7
1:200 10°/temp.ambiente 40°/temp.ambiente + i+ 10 - 15°
1:200 10°/temp.ambiente 40’ /temp.ambiente *+ Nr 7
1:300 10°/temp.ambiente 40’ /temp.ambiente Nd Nr 10 - 1%
1:400 10°/temp.ambiente  40°/temp.ambiente Nd Nr 10 - 1%
Mab PX 1:100 10°/temp.ambiente  40°/temp.ambiente ++ Nr 10
1:400 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente -+ ++ 10
1:400 10°/temp.ambiente 40°/temp.ambiente - - 12
1:400 10°/temp.ambiente 40’/temp.ambiente =+ Nr i
1:600 10°’/temp.ambiente  40°/temp.ambiente ++ Nr 7
1:1000 10"/temp.ambiente  40/temp.ambiente +—+ + 10°
Pool Mabs 1:200 30°/37°C 40’/temp. ambiente ++ ++ 10°
PPePx 1:200 10’/ emp.ambiente  40’/temp.ambiente + Nr 10

*Segundo critério de 1 a 4 cruzes:

+ - marcacdo inespecifica difusa/forte; marcagdo especifica multifocal forte
++ - marcacdo inespecifica difusa/fraca; marcagdo especifica multifocal forte
++ - marcacdo inespecifica focal/fraca; marcagdo especifica multifocal forte
++++ - marcagdo inespecifica inexistente; marcagdo especifica multifocal forte

Nd = ndo detectado ou por grande marcacdo inespecitica ou por auséncia de marcacdo.

Nr = ndo realizado

Entretanto. a minima marcacdo de fundo
produzida pelos Mabs. além de outras vantagens
ja discutidas sobre o seu uso. proporcionou
facilidade na leitura das liminas. com excelente
defini¢do da morfologia dos tecidos analisados.
amplificada  pela  contra-coloragdo  com
Hematoxilina de Mayer. Segundo Elias (1990) ¢
Haines & Ellis (1994). os contra-corantes
utilizados nas marcacdes imunoenzimaticas

permitem um  exame simultineo da
histopatologia e da distribuicio do antigeno,
eliminando muito da subjetividade de
interpretagdo da marcagdo e aumentando a
fidedignidade dos resultados.

Comparando-se o Pab e Mabs utilizados nos

ensaios de IPM e IHQ padronizados neste
experimento, observou-se que ambos
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funcionaram igualmente bem para a IPM.
enquanto a reagdo de [HQ somente mostrou-se
satisfatoria quando em uso de Mabs (Tabelas 4
e 5). Isso poderia ser explicado principalmente
pela complexidade estrutural das secgdes de
tecidos quando comparadas as monocamadas de
cclulas. O Pab podera causar reagdo inespecifica
tanto em secgdes de tecidos e drgdos quanto em
monocamada de células. Porém. a probabilidade
de encontrar um nimero e uma variedade maior
de receptores inespecificos nos tecidos ¢
certamente maior. devido a sua complexidade
estrutural. levando. entdo. a um maior nimero
de ligacdes inespecificas e maior coloragio de
fundo.

Para a reacio com os conjugados anti-
camundongo peroxidase (diluigées 1:100 e
1:200) e anti-cabra peroxidase. utilizado na
diluicdo de 1:200. ou ocorreu intensa marcagio
inespecifica ou nio houve deteccdo do antigeno.
A reagdo do Pab diluido em 1:3600 e conjugado
proteina G peroxidase diluido em 1:400 resultou
em marcagdo inespecifica difusa. forte e
marcagdo especifica multifocal. forte. Para as
demais diluigdes da proteina G. ou ocorreu
intensa marcagdo inespecifica ou ndo houve
deteccdo do antigeno.

Os resultados da reagdo de IHQ com o kit
comercial LSAB mostraram-se superiores aos
resultados obtidos com os conjugados anti-
cabra. anti-camundongo-peroxidase ¢ proteina
G - peroxidase. Estes resultados ndo foram
representados em tabelas.

Os métodos indiretos em imunohistoquimica
foram desenvolvidos com o intuito de aumentar
a sensibilidade da marcagio de modo que
pequenas quantidades de antigeno pudessem ser
detectadas (Haines & Clark. 1991). A principal
vantagem da deteccdo indireta € que uma série
de reagentes marcados pode ser utilizada para
um numero de anticorpos primarios. como por
exemplo.  anticorpos  anti-imunoglobulina,
proteina A ou G (Harlow & Lane. 1988).
Segundo Haines & Clark (1991), desde que.
aproximadamente. cinco a sete anticorpos
secundarios irdo unir-se a cada anticorpo
primario. poderia-se obter uma amplificagio de
cinco a sete vezes o sinal visivel.

Os métodos de amplificagdo que resultam em
um aumento ainda maior do sinal sio aqueles
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que utilizam as interagdes entre a avidina e a
biotina. A marcacdo imunologica resultante da
interacdo avidina/biotina baseia-se na alta
afinidade da vitamina biotina pela glicoproteina
avidina ou estreptavidina. hoje a mais utilizada.
Neste estudo. utilizou-se o Kit LSAB que
emprega 0 método LAB em que o anticorpo
secundario biotinilado reage com varias
moléculas de estreptavidina conjugada a
peroxidase. Segundo o fabricante. este kit
aumenta em até oito vezes a sensibilidade
alcangada pelo complexo AB que possui uma
sensibilidade até 1000 vezes maior do que
aquela dos métodos diretos de marcacdo
imunoenzimatica (Haines & Clark. 1991). Elias
(1990) comenta que os métodos LAB sdo mais
sensiveis do que o ABC ou PAP.

Ao contrario da reacdo de IPM. o DAB
apresentou melhores resultados que o AEC no
ensaio de IHQ. Segundo Elias (1990), a
eficiéncia de detecgdo ¢ definida pela marcagdo
facilmente distinguida da coloragdo de fundo na
mais alta dilui¢do do anticorpo primario. Neste
experimento. quando  realizou-se  uma
comparagdo entre a marcagdo pelo DAB e o
AEC na maior diluicio do Mab PP e Mab Px.
obteve-se uma maior eficiéncia de detecgdo com
a utilizacdo do DAB que gerou uma marcacdo
especifica onde o contraste com a cor azul do
contra-corante facilitou a wvisualizagio do
antigeno ao M.O.. o que ndo ocorreu com o
AEC (Tabela 3). Neste caso, o precipitado
vermelho resultante da reacio do complexo
enzima-substrato-AEC misturou-se a coloracdo
difusa e inespecifica por todo o tecido
dificultando a leitura das laminas.

Segundo o critério de avaliagdo utilizado.
as variagdes de tempo ¢ temperatura de
incubagio com o anticorpo primario de 40
minutos d temperatura ambiente. bloqueando-
se por 10 minutos a temperatura ambiente
proporcionaram os melhores resultados para a
reacdo de IHQ com o anticorpo primario Pab
anti-VDBYV de origem caprina.

H4 na literatura alguma discussdo sobre os
beneficios obtidos pelo aumento do tempo e
temperatura de incubagdo do anticorpo primario
na amplificacdo de marcagdo especifica (Elias.
1990). Grande numero de pesquisadores tém
utilizado a incubacdo prolongada. geralmente de
12 a 24 horas. com o anticorpo primario a 4°C.




obtendo sempre um aumento significativo da
intensidade da marcagdo. Entretanto. alguns
investigadores ou ndo detectaram diferenca
alguma entre a imunomarcagio por 3h a
temperatura ambiente comparada com 24h a
4°C ou verificaram um leve aumento na
marcacio de fundo apos longos periodos de
incubacdo. Apesar da concordincia geral de que
a incubagdo prolongada em baixas temperaturas
permite maior diluicdo do anticorpo primario (o
que reduziria a ocorréncia de coloragio de
fundo). a tendéncia € de reducdo do tempo de
incubagdo ao maximo ¢ utilizagdo de
temperaturas mais altas como 37°C ou 42°C
(Elias. 1990). principalmente pela rapidez do
diagnostico. Também. pode-sc cxtender a
incubagiio de reagentes secundarios utilizados
nos metodos LAB. ABC ¢ PAP.

Neste experimento. o tempo ¢ temperatura de
incubagdo do anticorpo primdrio, Pab anti-
VDBV de origem caprina. sofreu uma variagio
de 40 minutos a temperatura ambiente para 12h
a 4°C. Observou-se que com o aumento do
tempo de incubagdo do anticorpo primdrio. em
sua maior diluicio funcional ¢ em baixa
temperatura, ocorreu um aumento da marcacdo
de fundo. favorecendo. portanto. a tendéncia
comum da redugdo do tempo de incubagdo ¢
aumento de temperatura. Padronizou-se esse
mesmo tempo ¢ temperatura de incubagdo para
os anticorpos monoclonais Px e PP, obtendo-se
otimos resultados (Tabela 5).

Para o “pool” de Mabs. a alteragdo do tempo e
temperatura de bloqueio de 10 minutos a
temperatura ambiente para 30 minutos a 37°C
proporcionou uma diminuigio da marcagdo
inespecifica e, portanto. uma  melhor
visualizagdo da marcacdo especifica (Tabela 3).

A solugdo de soro albumina bovina (SAB) a 4%
em PBS, utilizada na reagdo de IPM para o
bloqueio de ligagdes inespecificas. foi aplicada
a reagdo de IHQ com algumas vanacdes de
tempo e temperatura de incubagdo que podem
ser observadas nas Tabelas 4 e 5. Observou-se
que para o “pool” de Mabs. o aumento do tempo
¢ temperatura de incubagdo com o agente
bloqueador de 10 minutos a temperatura
ambiente para 30 minutos a 37°C reduziu
eficientemente a marcacdo de fundo da reagdo.
Elias (1990) recomenda uma solucdo de SAB a
3% em TBS por pelo menos 1h a 37°C ou 10%

de albumina do ovo por 30 minutos. O uso de
agentes bloqueadores foi discutido para a reagio
de IPM ¢ os fundamentos sio 0s mesmos
aplicados para a [HQ.

4.3.2 Achados Histopatolégicos

As alteracdes histologicas mais comumente
encontradas nos tecidos provenientes de animal
com doenca das mucosas foram necrose de
regides de mucosa com presenga de infiltrado
inflamatorio constituido predominantemente por
neutrofilos e linfocitos. Nas areas de necrose.
também foram comumente observadas células
em apoptose ¢ degencragdes caracterizadas pela
presenga de niicleos picndticos € em cariorrexia.
Ocorreu intensa hiperemia nos diversos tecidos
amostrados. além de hemorragia ¢ edema de
arcas de submucosa. Alteragdes vasculares
foram frequentes ¢ houve presenga de infiltrado
inflamatorio perivascular.

As alteragbes observadas no  intestino
caracterizaram um quadro de enterite ulcerativa
aguda. A mucosa intestinal apresentou-se
difusamente afetada pela presenga de infiltrado
inflamatério constituido principalmente por
neutrofilos e em menor niimero por linfocitos.
plasmocitos e macrofagos. Ocorren intensa
necrose das vilosidades e cripias intestinais
(Figura 9). hiperemia bastante acentuada. além
de hemorragia e edema na submucosa. Os
foliculos linféides ou placas de Peyer sofreram
severa hipotrofia com total destruigio dos
centros germinativos. Na musculatura da parede
intestinal observou-s¢ hiperemia ¢ infiltrado
inflamatério penvascular com presenca de
linfocitos e plasmocitos. Ocorreu, ainda.
dilatacdo de vasos linfaticos na musculatura da
parede intestinal.

O esofago apresentou alteragdes condizentes
com o quadro de esofagite ulcerativa aguda com
necrose de mucosa e presenga de infiltrado
inflamatono constituido predominantemente por
linfocitos e polimorfonucleares neutrofilos. A
mucosa, submucosa ¢ camadas mais profundas
apresentaram intensa hiperemia. Glandulas
mucosas mostraram-se degeneradas. Observou-
se também alteragbes vasculares. com
destrui¢do do endotélio. presenca de plaquetas e
material fibrindide no lumen do vaso. Na Figura
10, uma visdo geral da secgiio de esofago com
as principais alteragdes descritas acima.
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Figura 10 -
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Secgio de intestino mostrando necrose de vilosidades intestinais. Coloragdo por
Hematoxilina-Eosina - HE. 54.1X

Visio geral de seccdo de esdfago com alguns processos histopatologicos. Coloragdo por
Hematoxilina-Eosina — HE. Pontas grandes de setas (>): regiio de necrose no epit€lio
pavimentoso estratificado: pontas pequenas de setas (>): hiperemia: seta de cauda longa
(=): glandulas esofigicas: seta de cauda curta (=): ducto de glindula esofigica. 541X




Na orofaringe ocorreu um processo inflamatério
agudo. fibrinonecrotico do epit€lio. com
prescnga predominante de linfocitos e
neutrofilos. Observou-se intensa hiperemia nas
camadas mucosa ¢ submucosa. Glandulas
mucosas. as vezes dilatadas. apresentaram-se
bastante degeneradas. o que possibilitou a fusido
de algumas destas para formar cavidades
preenchidas por debris celulares.

As alteragdes presentes nas secgdes de lingua
caracterizaram um quadro de glossite ulcerativa
aguda. com necrose de mucosa ¢ presenga de
infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos.
plasmacitos e neutrofilos. Observou-se, também,
intensa hiperemia em vdrias regides da
submucosa. além de algumas dreas de
hemorragia.

As principais alteracdes histologicas encontradas
nos controles positivos condizem com o quadro
de MD descrito na literatura (Liebler-Tenorio et
al., 1997, Tanyiama et al., 1999). Bielefeldt-
Ohmann (1995) discute as patologias das
infecgdes por VDBV e apresenta as principais
caracteristicas das lesdes macro e microscopicas
ocorridas durante o curso da MD. Liebler-
Tenorio et al. (2000) discutem € comparam as
alteracdes teciduais ¢ distribui¢do do VDBV em
animais com MD aguda ou cronica. Segundo
estes autores. porém. essa divisdo propde-se
somente a interpretagdo de casos de campo,
desde que deve-s¢ considerar a variagio
individual de respostas contra a infecgio dentro
de cada grupo analisado.

Zhang et al. (1996) verificaram a indugdo de
apoptose pelo virus da DBV em cultivo celular e.
para o inoculo. foi utilizado o par CP/NCP de
VDBV isolado de um animal com MD. Os
autores comprovaram que o bidtipo CP ¢
responsavel pela apoptose em cultivo de células
infectadas com ambas as cepas e que tal modelo
¢ consistente com a patologia da doenga,
caracterizada. principalmente, pela destrui¢io de
foliculos linféides nas placas de Peyer e erosdo
do epitélio intestinal, que sdo uma consequéncia
direta da infecgdo pelo virus CP. Stoffregen et al.
(2000) também observaram a presenga de
nucleos picnoticos em apoptose nos focos de
necrose provocados pela sindrome hemorragica
induzida experimentalmente. Segundo Hopps
(1966) em regides de necrose podem aparecer
varias alteragdes nucleares como a picnose.
cariorrexia € a cariolise.

Nio foram observadas alteracdes
histopatologicas nos o6rgios do bezerro inoculado
experimentalmente. Um  leve processo de
autolise ocorreu em secgdes de rim do feto 1.
enquanto que para as secgdes de orgdos do feto 2
a autdlise foi intensa e. praticamente.
impossibilitou a sua identificacio.

No teste de infecgdo experimental em bezerro
realizada com as cepas classicas NCP/NY-1 524
e CP/NADL 1422, ambas pertencentes 2o
genotipo I. ndo foram observadas lesdes
microscopicas  nas  secgdes  histologicas
analisadas. A maioria dos estudos sobre a
patogenia das infecgdes agudas com cepas CP de
VDBV efou cepas NCP de VDBV, tem sido
realizada com isolados recuperados de animais
com doenga das mucosas ou animais PI
(Spagnuolo-Weaver et al.. 1997). Portanto. nio
foi possivel comparar os resultados obtidos neste
experimento com aqueles de infecgdo
experimental  encontrados na  literatura.
Entretanto. Baszler et al. (1995) encontrou ampla
distribui¢do do antigeno da DBV na auséncia de
lesdes teciduais em varias formas clinicas
ocorrendo  naturalmente, como  infecgdo
subclinica. sindrome respiratoria. infecgdes
concomilantes com outros patoégenos. aborto e
até mesmo doenca entérica (doenca das mucosas.
diarréia aguda ou cronica. diarréia neonatal).
Neste estudo, a auséncia de lesdes nos tecidos e
orgios do animal inoculado experimentalmente
provavelmente ocorreu devido ao curto espago
de tempo entre a inoculacdo e o sacrificio.

4.3.3 Distribuicio do Antigeno em Controles
Positivos

Nas secgdes do intestino a maior deposi¢do
do antigeno ocorreu no citoplasma das
células  epiteliais das criptas  intestinais
(Figuras 11 e 12) e no citoplasma das células
de infiltrados inflamatorios (Figura 13)
presentes, predominantemente, na mucosa. Nas
regides com intensa destruic¢io da camada
mucosa houve acumulo de debris celulares que
coraram-se¢ intensamente. Células esparsas ¢
pequenos grupos de células apresentaram-se
coradas na lamina propria em intimo contato
com as células epiteliais das criptas intestinais.
Grupos esparsos de células do infiltrado
inflamatorio também atingiram a submucosa e
apresentaram-se com alguns de seus constituintes
corados. Nas camadas musculares interma ¢
externa observou-se algumas células marcadas.
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Figura 11  Detecgdo do antigeno viral da DBV pelo método de Imunohistoquimica no citoplasma de
células epiteliais das criptas intestinais. Cromoégeno DAB: contra-coloragdio por
Hematoxilina de Mayer. 54.1X.

Figura 12 - Detalhe de cripta intestinal com células epiteliais marcadas. Cromégeno DAB: contra-
coloragdo por Hematoxilina de Mayer. 541.2X.

Figura 13 - Marcagio especifica de células mononucleares em regido de infiltrado inflamatorio da
mucosa intestinal. Cromogeno DAB; contra-coloragdo por Hematoxilina de Mayer. 270X.

46







Nas sccges do esOfago, o antigeno cstava
presente nas células que compdem o epitélio
pavimentoso estratificado na camada mucosa
(Figura 14) e em cclulas de infiltrados
inflamatorios presentes em dreas de necrose
desse epitélio. Na lamina propria da camada
mucosa observou-se algumas células
mononucleares marcadas. Células de glandulas
mucosas e o conteudo dos ductos das glandulas
mucosas lambém apresentaram  coloragio
especifica para o antigeno do VDBV (Figura 15).
A distribuicio do antigeno da DBV para a
orofaringe seguiu o padrido descrito para o
esofago.

A lingua apresentou marcagdo em cclulas do
epitélio pavimentoso estratificado e em células
do infiltrado inflamatorio ai presentes. Como
ocorreu na mucosa intestinal. debris celulares
coraram-s¢ intensamente no apice do epitélio
pavimentoso estratificado. Células
mononucleares nos botdes gustativos marcaram-
se¢ fortemente. O tecido conjuntivo [rouxo
apresentou varias células mononucleares com o
citoplasma marcado. No espago intersticial entre
os feixes musculares. observou-se células
esparsas com o citoplasma corado e bastante
granulado.

Em virias regides de imunomarcagio observou-
se uma granulacio citoplasmatica, como no
ensaio de IPM (Figura 16). As principais células
que apresentaram marcacdo especifica foram os
linfocitos. com marcacdo também em alguns
macrofagos e plasmocitos. Em todas as secgdes
analisadas houve marcacao especifica de células
nos espagos perivasculares. células endoteliais de
vasos sanguineos e. principalmente. em células
musculares lisas da parede de vasos sanguineos
(Figura 17).

A distribuigdo do VDBV no trato gastrointestinal
superior e inferior do animal com MD (controles
positivos) foi similar aquela apresentada em
varios outros estudos de deteccdo
imunohistoquimica do antigeno da DBV (Baszler
et al., 1995; Bielefeldt-Ohmann, 1995; Tanivama
et al.. 1999: Liebler-Tenorio et al.. 1997: Licbler-
Tenorio et al., 2000; Stoffregen et al.. 2000).

Quando presente, a marcagdo foi vista na regido
citoplasmatica que ¢ uma distribuigio celular
caracteristica dos virus RNA. Excegio ocorreu

nas arcas onde houve acumulo de debris
celulares devido a intensa destruicdo da camada
mucosa. Nestas areas. as cé¢lulas marcadas com
morfologia intacta misturavam-se aos debris
também marcados. Alguns autores destacam em
seu trabalho a localizagdo citoplasmatica do
antigeno viral da DBV (Bielefeldt-Ohmann et al..
1980: Booth et al., 1995: Marshall et al.. 1996) ¢
comentam que células contendo o antigeno viral
da DBV e células adjacentes poderiam
apresentar-se  vacuolizadas ou  necrdticas
(Marshall et al.. 1996; Liebler-Tenorio et al..
1997). Além disso. neste trabalho observou-se
um padrdo granular de marcagio citoplasmatica
em varias células positivas. Haines et al. (1992)
perceberam esse padrio de focos citoplasmaticos
grosseiramente granulares em células epiteliais
das criptas intestinais e c¢lulas da parede de
vasos sanguineos. Njaa et al. (2000) observaram
um padrdo de marcagdo citoplasmatica variando
de grosseiro a finamente granular em células
epiteliais sebaceas. queratinocitos.  células
mononucleares na derme e células musculares
lisas de vasos sanguineos.

A alteragdo vascular na doenca das mucosas
caracteriza-se pela necrose da parede vascular.
bem como pela presenca de infiltrados
perivasculares (Liebler-Tenorio et al.. 2000).
Nestas areas. a ocorréncia marcante do antigeno
do VDBV ¢ um achado comum na literatura
(Haines et al. 1992: Baszler et al. 1995
Spagnuolo-Weaver et al.. 1997: Liebler-Tenorio
et al. 2000). Outros autores também
encontraram essa mesma distribui¢io do virus da
DBV em animais PI (Grooms et al.. 1996 Njaa
et al., 2000) e com infecgdo aguda experimental
(Fredriksen et al.. 1999a. b). Thiir et al. (1997)
observaram esta marcacdo em tecidos de fetos
abortados ou com morte perinatal.

Em pesquisas anteriores, sugeriu-s¢ que esse
amplo envolvimento de vasos sanguineos em
tecidos de animais com MD e persistentemente
infectados com VDBV era devido as interagdes
inespecificas  provenientes da ligagio do
anticorpo anti-VDBV com receptores Fc de
células endoteliais ¢ componentes elasticos das
paredes de wvasos sanguineos. ficando o
envolvimento dos mesmos limitado a4 marcagio
ocasional de células mononucleares na
adventicia (Haines et al. 1992; Bielefeldt-
Ohmann. 1995). Entretanto. estudos posteriores

49




verificaram que o VDBV ¢ frequentemente
encontrado em células musculares. bem como no
endotélio de vasos sanguineos (Haines et al.,
1992: Fredriksen et al.. 1999 a. b: Liebler-
Tenorio et al.. 2000). No que se refere a presenca
do antigeno nos vasos sanguineos. em todo o
material testado neste experimento, o VDBV
localizou-se mais frequentemente em células
musculares lisas da parede de vasos ¢ menos
comumente em células endoteliais. confirmando
os achados presentes na literatura.

O tropismo do VDBV para tecidos linfoides.
epiteliais e sistema nervoso central (SNC) tem
sido amplamente demonstrado (Booth et al.
1995. Grooms et al.. 1998: Fredriksen et al..
1999. Njaa et al.. 2000). Fray et al. (1998)
também confirmaram uma grande afinidade do
virus da DBV pelo sistema reprodutivo. Dentre
os tecidos epiteliais. a mucosa intestinal possui
fortc tropismo para o antigeno da DBV
(Hewicker et al.. 1990: Spagnuolo-Weaver et al..

1997. Thiir et al.. 1997). Neste estudo. a reagio
de THQ em tecidos provenientes de animal com
MD. possibilitou a verificagio de dois sitios
principais de localizagio do VDBV: tecido
epitelial do trato gastrointestinal superior ¢
inferior ¢ tecido linféide associado a mucosa
intestinal. Também. pode-se observar que as
principais c¢lulas-alvo do DBV sdo os linfocitos
e macrofagos (Grooms et al.. 1996; Marshall et
al., 1996: Njaa et al., 2000).

Geralmente. ha uma correlacdo espacial entre o
acumulo do antigeno viral da DBV e lesdo
tecidual em casos experimentais € naturais de
doenca entérica (Baszler et al.. 1995). Observou-
se neste experimento que as células do infiltrado
inflamatorio marcadas concentraram-se
principalmente na mucosa intestinal
intensamente destruida. Em outras regides do
trato  gastrointestinal também foi possivel
verificar essa correlagio.

Figura 14 - Sec¢do do esdfago mostrando marcagdo especifica para o antigeno da DBV em células
epiteliais da mucosa esofigica. Cromogeno DAB: contra-coloragdo por Hematoxilina de
Mayer. Seta indicando célula com marcacdo especifica. 541.2X.

Figura 15 - Glandulas esofagicas e seus ductos com marcagdo especifica para o antigeno da DBV.
Cromogeno DAB; contra-coloragdo por Hematoxilina de Maver. Seta cauda longa (=)
glandula esofagica: seta cauda curta (#): conteido do ducto de glandula esofigica

mostrando marcacgdo especifica. 54.1X.

Figura 16 - Granulacio citoplasmatica caracteristica de imunomarcagio especifica em secgido de lingua.
Cromoégeno DAB: contra-coloragio por Hematoxilina de Mayer. Seta indicando granulagiio

presente no citoplasma da célula. 1353X.

Figura 17 - Marcagdo especifica de células musculares lisas da parede de vasos sanguineos na regido da
submucosa intestinal. Cromogeno DAB: contra-coloracdo por Hematoxilina de Maver. Seta
indicando c¢lula muscular marcada especificamente. 541.2X.
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4.3.3.1 Distribuicao do Antigeno em
Amostras do Inéculo Experimental e de Fetos
Suspeitos

Na Tabela 6 ¢ mostrado o resultado obtido pela
reacio de IHQ para as amostras do bezerro
infectado experimentalmente e fetos suspeitos 1
¢ 2. Na reacdo de imunohistoquimica para as
amostras testadas utilizou-se o “pool” de Mabs
na diluicdo de 1:200 e Kit LSAB/DAB.

A distribuicdo do VDBV nas secgdes de orgios
do bezerro inoculado experimentalmente foi
observada nas células epiteliais das criptas
intestinais ¢ em células do espago perivascular da
submucosa  intestinal.  Algumas  células
apareceram marcadas na muscular externa. No
linfonodo, linfocitos ocasionalmente presentes
no seio subcapsular. além de algumas células
distribuidas na capsula de tecido conjuntivo
denso que envolve o Orgdo, apresentaram
marcacdo especifica. No bago, macrofagos e

linfocitos também apresentaram o antigeno da
DBV. Células cpiteliais de revestimento de
bronquios ¢ de bronquiolos estavam marcadas
para o VDBV. Células musculares da parede de
vasos no pulmio e coragdo. além de células
endoteliais de vasos no coragdo (Figura 18),
também apresentaram-se marcadas para o
antigeno da DBV. Dentre todos os 6rgdos. o
intestino foi o que apresentou uma marcacdo
especifica mais intensa.

Para o feto 1. a imunolocalizagio do VDBV no
pulmdo e coragio fol a mesma anteriormente
descrita. Nos rins, os tibulos e glomérulos renais
apresentaram-se marcados para o antigeno viral.
As seccdes de orgdos do feto 2 testadas pela [HQ
ndo forneceram resultados satisfatorios.

Para todas as reacdes testadas ndo houve
marcacdo especifica de controles negativos
(Figuras 19 e 20).

Tabela 6: Resultado da reagiio de imunohistoquimica em orgdos do bezerro inoculado experimentalmente

e fetos suspeitos para a DBV provenientes de aborto.

- Bezerro ;
Orgios inccalado Fetol Feto2 Imunolocalizacdo
Células  epiteliais das criptas intestinais: células
Intestino P X X mononucleares no espago perivascular de vasos da regido
submucosa e células mononucleares na muscular externa.
Linfonods p X X Celplas_mononuclcarcs no seio subcapsular e cdpsula de
conjuntivo.
Lingua N X X
Bago P X Nd Linfocitos e macrofagos na polpa vermelha
Pulmdo p p % Celulas' ep-ll(:!lals de revestimento de bronquios ¢
bronquiolos: células da parede de vasos.
Células mononucleares no espago intersticial entre feixes
Coragdo P P X de musculo cardiaco ¢ células musculares ¢ endoteliais de
Vasos.
Rim X P Nd Tubulos e glomérulos renais.
Orgio
Linfoide S
Musculo/
Glindulas ~ ~ £

Nd = ndo determinado
N = negativo

X= ndo amostrado
P = positivo
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Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -
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Marcacdo especifica de células endoteliais de vasos sanguineo nos septos de conjuntivo
presentes entre os feixes de musculo cardiaco. Secgiio de coragdo do bezerro inoculado
experimentalmente. Setas indicando as células endoteliais marcadas. Cromoégeno DAB;
contra-celoragdo por Hematoxilina de Mayer. 541.2X.

Controle negativo da reacdo em sec¢do de intestino na regido de criptas intestinais. Foram

mantidos os anticorpos primario e secundario. Cromogeno DAB: contra-coloragdo por
Hematoxilina de Mayver. 135.3X.

Controle negativo da reagio em secc¢do de intestino. Visdo geral do corte mostrando regido
mucosa. muscular da mucosa. submucosa ¢ muscular externa. O anticorpo primario foi
substituido por PBS. Cromogeno DAB: contra-colora¢io por Hematoxilina de Mayer.
54.1X.
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A distribuigio do antigeno da DBV nos orgdos
do bezerro inoculado experimentalmente. sem
ingestdo de colostro e sacrificado no sétimo dia
pos-inoculagio foi consistente com alguns
achados na literatura. Marshall et al. (1996)
inocularam animais livres de VDBV com dois
isolados de NCP/VDBV. Em dez dias pos-
inoculagdo foi encontrado o antigeno da DBV

distribuido,  principalmente. em  c€lulas
mononucleares  presentes nos linfonodos.
foliculos  linféides e tecido  conjuntivo

perifolicular de placas de Peyer no ileo ¢ no
timo. O antigeno especifico também foi
encontrado no citoplasma de algumas células
mononucleares presentes na polpa vermelha do
bago.

Em outro estudo. Spagnuolo-Weaver et al
(1997) verificaram a distribuicio do VDBV em
animais sem ingestdo de colostro que foram
inoculados experimentalmente com um isolado
de VDBV recuperado de um caso agudo de
diarréia. Ampla marcagdo especifica foi
observada no intervalo entre os dias trés a oito
pos-inoculagdo nas placas de Peyer do ileo e
outras partes do trato gastrointestinal. Os
linfonodos também foram alvo de intensa
infec¢do pelo VDBV e os autores sugeriram a
ocorréncia do tropismo de diversos isolados de
VDBV pelos sistemas gastrointestinal e linfoide.

Marshall et al. (1998) inocularam animais livres
do virus da DBV e de anticorpos contra o VDBV
com a cepa classica NCP/NY-1. Esses autores
encontraram grupos dc cclulas positivas para
DBV entre os queratindcitos nas tonsilas ¢ em
partes ulceradas e normais do esofago. enquanto
que no intestino delgado e linfonodos
mesentéricos. 0 antigeno viral esteve presente
somente em alguns macrofagos na ldmina
propria e seios medulares. respectivamente.
Diferente da maioria dos trabalhos ja realizados
com essa cepa e similares, o experimento acima
citado resultou em doenca sistémica severa.

Poucos estudos de IHQ tém sido realizados para
o diagnostico da infecgdo por VDBV em fetos
bovinos abortados. Segundo Haines & Ellis
(1994), a marcagio imunohistoquimica baseada
na utilizacdo de enzimas ¢ um dos meios mais
efetivos de diagnostico de muitas causas
importantes de aborto ¢ infertilidade em
ruminantes. Neste experimento foi possivel obter
o diagnostico do VDBV utilizando a técnica de

IHQ somente em secgdes de orgdos do feto 1.
Como nos estudos de Baszler et al. (1995). ndo
houve associacdo entre localizagdo do antigeno
viral ¢ mudangas histopatologicas em tecidos
fetais. Também. a identificagio do VDBV nos
locais descritos para as secgdes do pulmio,
coracdo ¢ nm do feto 1. além do envolvimento
de vasos sanguineos foi consistentc com outros
trabalhos (Baszler et al., 1995; Thiir et al., 1997
Fredriksen et al.. 1999 a. b). Baszler et al. (1995)
afirmou que o antigeno viral da DBV localizou-
se. principalmente, no citoplasma de células
mononucleares circulantes (figado. pulmio e
baco) e nos ductos coletores do rim. Thiir et al.
(1997) refere-se ao tropismo do VDBV pelo
epitélio (tratos gastrointestinal ¢ respiratorio,
pele e glandulas). além de células da parede de
vasos sanguineos. Os estudos de Fredriksen et al.
(1999a) mostraram que o antigeno da DBV
estava presente tanto em cé¢lulas epiteliais como
em células ndo epiteliais e Fredriksen et al
(1999b) confirmaram a predilegdo desse virus
pelas células endoteliais de vasos sanguineos.

Nio foi possivel a obtencdo de resultados na
reagdo de [HQ para o feto 2 devido a presenga de
intensa reagdo inespecifica observada em todas
as secgdes analisadas. Thir et al (1997)
dedicaram em seu experimento uma parte a
interferéncia da autolise no  diagndstico
imunohistoquimico em fetos bovinos e ovinos
abortados. Em secgdes criostaticas de tecido,
seus resultados mostraram que fetos com
autolise, variando de moderada a  severa.
tiveram sua reacdo positiva restringida. Cortes de
tecido fixados em formalina foram mais
adequados para o exame histologico e analise
imunohistoquimica. principalmente. as secgdes
do cérebro. em contraposi¢do com outros 0rgios
como os rins. intestino, bago ¢ figado. que sdo
menos resistentes a autolise. Segundo estes
autores. nesses tecidos a autolise intrauterina
interferiu com o éxito da reacdo de IHQ para a
detecgdo do VDBV em apenas poucos dias apos
a morte do feto e um dos motivos principais
citados neste artigo e congruente com os achados
no presente experimento ¢ que a reacdo
inespecifica aumenta em tecidos autolisados. A
ocorréncia de grande coloragio de fundo em
tecidos que sofreram autdlise também foi citada
como a causa da diminui¢do de sensibilidade de
procedimentos imunohistoquimicos (Haines &
Ellis. 1994).
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Nas seccdes de tecido do feto 2. o processo
autolitico ndo so interferiu com o exame
histologico como também impossibilitou a
detecgio do VDBV por gerar marcacgio
inespecifica. Portanto. levando-se em
consideragdo a autolise € a resisténcia ou nio de
diferentes 6rgios ao processo autolitico. o envio
de amostras para analise imunohistoquimica
deve-se basear em método criterioso de escolha
do orgdo e tipo de fixagdo utilizada. Elias (1990).
aponta as diferengas existentes para cada orgdo
em seu conteiido de enzimas responsaveis pela
autolise. Além disso. alguns epitopos dos virus
sdo mais rapidamente destruidos pela autolise do
que outros. Nesse caso, deve-se utilizar varios
anticorpos monoclonais em estudos envolvendo
fetos autolisados. além do uso de Mabs com
ampla capacidade de rea¢lio para epitopos mais
resistentes a autdlise (Thiir et al.. 1997).

As técnicas estudadas neste experimento poderdo
ser utilizadas como importantes ferramentas de
diagnostico aplicadas aos procedimentos de
rotina para a identificagdo do agente etioldgico
da DBV e consequentemente no controle desta
enfermidade.

5. CONCLUSOES

O método de Imunoperoxidase em Monocamada
de Células (IPM) padronizado identificou com
sucesso 0 VDBV a partir do Isolamento Viral,
apresentando melhores resultados com a
utilizagdo do calor como agente fixador. a soro
albumina bovina a 4% em PBS como bloqueador
e a revelagio com o cromégeno AEC.
Anticorpos monoclonais ou policlonais puderam
ser utilizados com éxito como anticorpos
primarios. O ensaio de IPM pode ser realizado
em microplacas de 96 pocilhos, processando um
grande nimero de amostras por vez.

A técnica de Imunohistoquimica (IHQ)
padronizada identificou satisfatoriamente o
VDBV em cortes histologicos e os melhores
resultados foram obtidos quando utilizou-se a
combinacdo de anticorpos monoclonais e o kit
comercial LSAB. A melhor revelagio foi obtida
com o uso do cromogeno DAB. A THQ mostrou-
se um método eficiente ¢ mais rapido do que o
teste classico de IV. Pela IHQ foi possivel
relacionar as lesdes com a distribuigio do
antigeno da DBV nos tecidos provenientes de
novilha com doenga das mucosas. A técnica de
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[HQ também identificou satisfatoriamente o
VDBV em amostras provenientes de animal
experimentalmente infectado e de fetos
abortados. desde que adequamente conservados.
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