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RESUMO

Foram produzidos anticorpos monoclonais contra épsilon toxina de Clostridium perfringens tipo
D, a partir da fusdo das linhagens de mieloma Sp,/0. Agl4 e P3-X63-Ag8. 653 com células do
baco de camundongos BALB/c imunizado com o toxéide épsilon. Os numeros de wells
positivos foram 59 para linhagem Sp,/0. Ag14 e 19 para P3-X63-Ag8. 653, representando 6,68
e 6,59% de positividade respectivamente. Seis linhagens de hibridos secretores de AcMo das
classes e IgM (K) e IgG subclasse 1gG3 (k) foram estabelecidas. A partir do sobrenadante da
cultura dos hibridos foi possivel obter-se uma média de 21,52 ug/mL de IgM e 15 pg/mL de
IgG3 anti épsilon toxina de Clostridium perfringens tipo D.

Palavras chave: épsilon toxina, Clostridium perfringens ,anticorpos monoclonais.
ABSTRACT

Monoclonal antibodies reactive against épsilon toxin from Clostridium perfringens type D were
produced. Myeloma cell lines Sp2/0. Agl4 and P3-X63-Ag8.653 were fused with spleen cells
from mice BALB/c immunized with epsilon toxoid. After fusion 59 wells were positive for the
Sp2/0. Agl4 cell line and 19 for the P3-X63-Ag8.653, representing 6.68 and 6.59% respectively.
Six hybrids were established secreting MoAb of the IgM (k) class and IgG3 (k) subclass. An
average of 21.52 [ig/ml of IgM and 15 (Jg/ml of IgG3 anti-epsilon toxin MoAb were obtained
from the hybrids culture supernatant.

Key words: Epsilon toxin, Clostridium perfringens, Monoclonal antibodies



1 - INTRODUCAO

Clostridium perfringens é uma bactéria
Gram positiva anaerébia, que esta presente
no solo, &agua, pastagens e no trato
intestinal dos animais e do homem.
Atualmente existem cinco tipos de C.
perfringens que séo classificados de A-E
baseado na elaboracdo das toxinas alfa,
beta, épsilon e iota. Experimentalmente, tem
sido demonstrado que a épsilon toxina
causa um aumento da permeabilidade
vascular, provocando lesdes em varios
orgdos incluido coragdo, figado, pulmé&o,
rins e cérebro.

A épsilon toxina é produzida pelo C.
perfringens tipo B e D na forma de
prototoxina, sua ativacéo ocorre por acdo de
enzimas proteoliticas principalmente a
tripsina. Essa ativacdo enzimatica aumenta
a toxicidade da épsilon toxina em 1000
vezes, colocando-a como uma das mais
potentes toxinas clostridiais, ficando atras
apenas das toxinas botulinica e tetanica. A
infeccdo entérica associada a diferentes
tipos toxigénicos de C. perfringens €
denominada de enterotoxemia, sendo o tipo
D, o mais frequentemente encontrado nos
quadros em herbivoros. A enterotoxemia
causada pelo tipo D de C. perfringens é
conhecida como doenca do rim pulposo em
ovinos. A infeccdo ocorre principalmente em
animais entre trés dias e seis meses de
idade. Entretanto, a doenca tem sido
descrita em animais adultos.

A  enterotoxemia causada pelo C.
perfringens tipo D apresenta algumas
particularidades, no que se diz respeito a
evolucdo clinica da doenca. Quando altas
doses da épsilon toxina sao absorvidas no
intestino, a doenca € rapidamente fatal,
apresentando lesdes microscopicas no
coracdo e edema vasogénico generalizado.
Porém, quando pequenas doses da toxina
sdo absorvidas, ou quando os animais estéo
parcialmente imunes, a enfermidade é
resultado de wuma intoxicacdo crénica,
causando uma encefalomalacia focal
simétrica.
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O diagnostico de enterotoxemia é baseado
normalmente no histérico, sinais clinicos e
achados de necropsia, entretanto, a analise
laboratorial € de fundamental importancia
para confirmacg&o da presenca da toxina.

O teste mais comumente utilizado para o
diagnéstico é a soroneutralizacdo em
camundongos, que necessita de longo
periodo de tempo e de grande nimero de
animais para sua realizacdo. Além destes
inconvenientes, falhas  ocorrem em
decorréncia de variagbes na sensibilidade
do animal e por toxicidade nao especifica
causada por outras substéncias que podem
estar presentes nas amostras clinicas,
particularmente em contetdo intestinal
(Wood, 1991).

Entre os testes in vitro utilizados para
deteccao de toxina épsilon como alternativa
ao teste de soroneutralizacdo em
camundongos, 0 ensaio imunoenzimatico-
ELISA tem apresentado melhores
resultados, sendo sensivel, quantitativo,
especifico e rapido dando resultados
quantitativos dentro de quatro horas, ao
contrario das 76 horas necessarias para a
soroneutralizagdo em animais, além de ser
considerado ético e economicamente
importante (Uzal, 1997).

O teste de ELISA com anticorpos
especificos pode ser desenvolvido para
detectar toxinas beta, épsilon e iota. O
ELISA é sensivel o suficiente para detectar
quantidades como 1 ng/ml de toxina beta e
iota purificada e 0,1 ng/ml de toxina épsilon
purificada (Nagahama, 1991). Anticorpos
monoclonais (AcMo) sdo particularmente
Uteis nestes testes porque podem ser
desenvolvidos para a identificagdo de um
Unico epitopo antigénico de um agente
etiolégico em particular e ndo oferecer
reacdes cruzadas com agentes intimamente
relacionados.

Além da possibilidade de utilizacdo dos
AcMo como uma ferramenta de diagnéstico
especifico, essa técnica também pode ser
desenvolvida para utilizacdo de testes in
vitro para o controle de qualidade de
vacinas contendo toxoides clostridiais, em



substituicdo aos testes in vivo que sé&o
atualmente utilizados.

Em raz8o do exposto, este trabalho teve
como objetivo a producdo e caracterizagédo
isotipica de anticorpos monoclonais anti-
épsilon toxina de Clostridium perfringens
tipo D.

2 - LITERATURA CONSULTADA

A tecnologia da producdo de anticorpos
monoclonais teve inicio com Kohler e
Milsteir (1975), que publicaram um trabalho
sobre a fusdo de células de mieloma com
células esplénicas (linfocitos B) de animais
imunizados (hibridizagdo), sendo esses
hibridos capazes de produzir anticorpos
especificos para um particular determinante
antigénico e tem revolucionado os campos
da pesquisa. A hibridizac&o celular permite
dissecar o complexo da resposta humoral
em seus componentes individuais. A técnica
baseia-se na fusdo celular, em que, as
células fusionadas passam a exibir
caracteristicas de ambas as células
parentais, ou seja, cada hibrido pode
secretar anticorpos de especificidade
determinada pelo doador imune e também
ser imortal, caracteristica cedida pelas
células de mieloma (Antczak, 1982).

Uma das aplicacdes dos anticorpos
monoclonais é sua utilizacdo na purificacéo
de antigenos (Ag). A cromatografia por
imunoafinidade utilizando AcMo mostra-se,
um método simples e de facil aplicacdo para
a purificagdo de toxinas(GODING 1986). As
toxinas do C. perfringens tipo D sé&o
consideradas como um dos principais
fatores responsaveis pela letalidade nas
doencas clostridiais. A real relacdo entre a
letalidade e a acdo enzimatica é interesse
da comunidade cientifica, porém, muitos
pontos precisam ser elucidados. Os AcMo
podem ser utilizados como uma estratégia
inovadora para o estudo e investigacdo da
épsilon toxina na sua patogénese bem
como nos estudos de ativacdo estrutural. A
épsilon toxina de C. perfringens tipo D além
de atuar em receptores endoteliais, possui a
capacidade necrosante e letal. Os AcMo
podem ser utilizados com o objetivo de

mapeamento dos epitopos responsaveis
pela neutralizacdo dessas acdes Logan et
al. (1991).

A producdo de AcMo contra épsilon toxina
de C. perfringens tipo D foi descrita pela
primeira vez por Boarer et al. (1988) os
quais, produziram AcMO através da fusédo
da linhagem de mieloma NS-1 com linfécitos
B provenientes do baco de camundongos
BALB/c  imunizados.O  processo  de
imunizacdo foi realizado a partir de quatro
inoculagbes com o toxoide épsilon na
concentracdo de 100ug/200ul adsorvido
com hidroxido de  aluminio  (v/v).
Intervaladas de 21 dias por via
intraperitoneal. Sendo, a Ultima inoculagao
realizada 72 horas antes da fusao com 40ug
da protoxina por via intravenosa. Foram
realizadas duas fusbes resultando em:
dezenove hibridos secretores de AcMo anti
protoxina épsilon e apdés sucessivas
clonagens apenas cinco permaneceram
viaveis. Todos secretores da Imunoglobulina
IgG1 cadeia (k). A média de imunoglobulina
IgG1 produzida a partir do sobrenadante da
cultura dos hibridos variaram entre 13-
42ug/mL purificadas por cromatografia de
imunoafinidade. Apés realizacdo do Western
blots e preparacdo da épsilon toxina
tripsinizada as proteinas identificadas
apresentavam peso moleculares de 37,6
Kdal, 35,6 Kdal e 33,7 Kdal, compativeis
com os pesos moleculares ja descritos para
épsilon toxina de C.perfringens tipo D.
Apenas dois dos monoclonais produzidos
apresentaram capacidade neutralizantes no
ensaio de letalidade em camundongos.
Sendo esses anticorpos considerados
viaveis para utilizacdo como reagentes de
diagndsticos.

A concentracdo de AcMo presentes no
liquido ascitico apresentavam valores
semelhantes ao encontrado no soro
policlonal dos animais imunizados com
valores, entre 2-20 mg/mL. Porém, os niveis
de AcMo encontrados no sobrenadante da
cultura dos hibridos sdo na ordem de 5-
50ug/mL (Goding 1986). Wnek et al. (1985),
produziram e caracterizaram AcMo anti-
enterotoxina de C. perfringens tipo A
estabeleceram 10 linhagens de hibridos
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secretores e estaveis. O sobrenadante da
cultura desses hibridos continha de 40-

160ug/mL de IgG.

Persival et al. (1990) durante o
desenvolvimento do seu trabalho com a
producdo de anti idiotipos utilizou a
linhagem de mieloma P3-X63. Ag8-653 para
a producao de AcMo anti épsilon toxina de
Clostridium perfringens tipo D. A partir da
fus@o daquela linhagem com as células do
baco dos camundongos BALB/c os quais
foram imunizados com 20pg de protoxina
épsilon em trés doses intervaladas de sete
dias, recebendo um reforco dois dias antes
da fusdo por via intravenosa. Esse trabalho
resultou na producdo de dez hibridos
secretores de AcMo anti épsilon toxina da
classe IgG1l. Onde foi possivel caracterizar
a protecdo frente a toxina em sistema in vivo
e in vitro. Chegaram a importante concluséo
gue a simples inibicdo de um Unico epitopo
da épsilon toxina é suficiente para diminuir
as sequelas clinicas envolvidas no curso da
doenca. Desta forma, os AcMo anti épsilon
toxina tem  contribuindo de forma
significativa para elucidacdo de pontos
importantes da interacdo Ag-Ac no processo
doenca.

Trabalhando com a enterotoxina de C.
perfringens tipo A Horiguchi et al. (1986),
utiizaram  células de mieloma de
camundongo das linguagens SP2/0-Agl4
(SP2) e P3-NS1-1-Ag4-1(NS-1). A
imunizacdo dos animais com a enterotoxina
foi realizada com a aplicacéo intraperitoneal
do toxoide na concentracdo de 5ug em
100ul de PBS emulsificado com adjuvante
completo de Freud no mesmo volume. A
segunda e terceira dose com intervalos de
sete dias na concentracdo de 5ug e 20ug
respectivamente, emulsificado com
adjuvante incompleto de Freud. Foram
identificados pelo teste de ELISA nove
clones para SP2 e sete para linhagem NS-1
produtores de AcMo. ApoOs subsequentes
clonagens foram estabelecidos dois hibridos
provenientes das células de mieloma SP2 e
dois derivados da NS-1, todos secretores de
IgG1(k), porém, a partir da avaliacdo
estrutural foi possivel observar que AcMo
produzidos neste trabalho apresentava
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reatividade para diferentes epitopos da
enterotoxina.

Sato et al. (1989) descreveram a producédo e
caracterizagcdo isotipica de um painel de
AcMo anti-alfa e theta-toxina de C.
perfringens. Na imunizacao utilizada neste
trabalho as concentracdes dos toxoides
variaram de 12 a 60pg/100pl. A fuséo foi
realizada com as células de mieloma da
linhagem SP2/0-Agl4. Dez linhagens de
hibridos foram estabelecidas sendo seis
caracterizadas isotipicamente como
produtoras de IgG1, um IgG2a e trés 1gG2b.
A partir dos resultados obtidos o autor
demonstrou que era possivel a purificagdo
de toxina nativa ou modificada por
cromatografia de imunoafinidade utilizando
AcMo. A tecnologia de organismos
recombinantes tem causado um grande
impacto na biotecnologia moderna e dessa
forma Hsieh et al. (2003), utilizaram AcMo
para a purificacdo e caracterizacdo de um
recombinante de C. perfringens, mostrando-
se um método bastante eficiente.

Ebert et al. (1999), utilizando AcMo em dois
sistemas de ELISA para o teste de vacinas
veterindrias contendo B e e-toxina de C.
perfringens, demonstrou que, o ELISA de
captura para a titulacdo da anti-toxina-3 e o
ELISA competitivo para avaliacdo dos niveis
de anti-toxina-¢ podem ser utilizados como
alternativa ao método de soroneutralizagao
in vivo na avaliacdo de poténcia de vacinas
veterinaria mono ou polivalente.

Hauer e Clough (1999), desenvolveram um
painel de AcMo com diversos antigenos
clostridiais de interesse veterinério, inclusive
com a toxina épsilon de C. perfringens tipo
D. Os AcMo anti épsilon produzido neste
trabalho e obtidos a partir do liquido ascitico
possuiram a capacidade neutralizante em
camundongos. No Western blot identificou a
proteina em torno de 31Kda,
correspondente ao peso molecular estimado
da épsilon toxina. Com o intuito da utilizacéo
em testes de poténcia de vacina os autores
propdem a criacho de um banco
internacional de AcMo Clostridium
especifico que possa ser utlizado pela
comunidade cientifica de diversas partes do



mundo e contribuindo de forma significativa
na reducdo do uso de animais no controle
de qualidade de vacinas veterinarias.

Streicher-Rosskopf et al. (2004), utilizaram
AcMo no teste vacinas para C. perfringens
provenientes de sete laboratérios
internacionais. Os resultados mostraram-se
satisfatorios e preciso, e que os testes de
ELISA utilizando AcMo podem ser utilizados
com seguranca no controle de vacinas
contendo toxdide épsilon de Clostridium
perfringens tipo D.

3. MATERIAL E METODOS:
3.1 Local de realizacéo do trabalho

O experimento foi realizado no Laboratério
de Anaerobios da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG) e no Laboratério de Imunologia e
Cultivo Celular da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED).

3.1.1. Animais utilizados

Foram utilizados camundongos BALB/c com
peso aproximado de 20 gramas e
camundongos fémeas da raca Swiss,
linhagem Webster, pesando entre 17 e 20g,
fornecidos pelo biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais e Centro de
Bioterismo da Fundacdo Ezequiel Dias
respectivamente.

3.2. Producdo e padronizacdo de
toxinas

3.2.1. Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de
cultura: Tarozzi, BHI, Agar sangue de
carneiro a 5%, meio para producdo de
toxinas (Uzal et al., 1997).

3.2.2. Producéo da toxina

A toxina foi produzida a partir de amostras
de Clostridium perfringens tipo D fornecidas
pelo Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria — INTA- Bariloche-Argentina.

A amostra liofilizada foi reconstituida com
ImL de BHI, transferida para tubos de
ensaio contendo 0 mesmo meio e
incubados por dezoito horas. Em seguida,
foi transferida para o meio empregado para
producdo de toxinas, de acordo com Uzal
(1997), incubada a 37°C, em anaerobiose
por oito horas. Apés este periodo, o material
foi centrifugado a 8000 xg em centrifuga
refrigerada a 4°C, por 30 minutos. O
sobrenadante da cultura liquida foi
novamente centrifugado e concentrado
através do Sistema de Filtragdo Amicon
(Millipore), utilizando membrana com de 10
Kda de retencao.

3.2.3. Teste de toxicidade

A prototoxina foi ativada pela adicdo de
tripsina (Difico, 1:250) na concentracdo de
0,1% (V/V). A mistura foi mantida em banho-
maria a 37°C, por 30 minutos, e diluida nas
concentragbes 1:50; 1:100; 1:200 e 1:800.
Para cada diluicdo, foram inoculados quatro
camundongos, pesando entre 17 e 20g com
0,2 ml por via endovenosa e observados
por 72 horas (Sebald e pelit, 1997).

3.2.4. Purificacdo da toxina

A purificacdo da toxina foi realizada em
coluna de troca ibnica DEAE Sepharose CL
6B, utilizando tampéao fosfato 0,01M, pH 7,2
de acordo com Parreiras 2001.

3.2.5. Dosagem protéica

A dosagem da proteina foi realizada pelo
método de coeficiente de extingdo descrito
por Worthington et al. (1973).

3.2.6. Eletroforese

A eletroforese foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Laemmli (1970)
utiizando a prototoxina épsilon ndo
purificada e aquela precipitada pelo sulfato
de amodnio e posteriormente submetida a
purificacdo cromatografica.

Coloracéao do gel

Coloracéo pela prata
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Foi utilizada a metodologia descrita por
Tunon e Johanson (1984). Apés a
eletroforese o gel foi lavado em agua
destilada e colocado em solugéo fixadora
(metanol 40%, acido acético 10%, agua
destilada 50%). Posteriormente o gel foi
lavado durante cinco minutos com &gua
destilada cinco vezes. Fixado em
glutaraldeido a 10%, por 30 minuto e lavado
como anteriormente. Incubou-se o gel,
durante sete minutos em solucdo de prata
com a seguinte formulagdo: misturou-se 21
mL de NaOH 0,36%; 1,4 mL de NH,OH 25%
e gotejando AgNO; 19,4% até a solucao
ficar turva. Em seguida lavou-se o gel com
agua destilada durante cinco minutos, cinco
vezes e adicionou-se a solugéo reveladora
preparada da seguinte forma: 2,5 ml de
acido acético a 10%; 0,27 mL de
formaldeido e o volume completado para
500 mL de agua destilada.

A medida que as bandas eram reveladas a
reacdo era interrompida com adicdo de
acido acético a 5%.

3.2.7- Teste de toxicidade da protoxina
épsilon purificada

O teste de toxicidade da protoxina épsilon
ativada foi realizada conforme descrito no
item 3.2.3.

3.3. Obtencéo de soros padrao
3.3.1.a Soro controle positivo

Foram produzidos a partir da imunizacéo de
cinco camundongos da raca Swiss, segundo
0 método descrito por El Idrissi e Ward
(1992 a) com a seguinte modificacdo: a
inativacdo da toxina épsilon foi realizada
empregando-se 0 método da iodagdo
controlada de acordo com Heneine et al.
(1986) e Daniel (1987). O toxoide épsilon na
concentracdo de 5pg/100ul, foi misturado
com igual volume de adjuvante completo de
Freud e administrado por via subcutanea
oito dias apdés a primo vacinacdo uma
segunda dose na mesma concentracao
utilizando adjuvante incompleto de Freud, e
15 dias apoés a Ultima uma terceira dose na
concentracdo de 10ug/100ul e 21 dias
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depois uma quarta dose 20ug/100ul. Apés
oito dias da ultima dose os animais foram
sangrados por puncao cardiaca. O sangue
coletado foi primeiramente mantido por duas
horas em estufa a 37C, e depois
transferidos para 4C por 12 horas e os
soros obtidos por centrifugacdo a 800 x g
por 30 minutos foram armazenados a
-20<C.

3.3.1.b Soros negativos

Foram obtidos a partir de da sangria por
puncao cardiaca de cinco Camundongos da
raca Swiis, negativos ao ELISA para
presenca de anticorpos antitoxina épsilon. O
sangue foi processado da mesma forma
descrita no item 2.3.1.a.

3.4. ELISA indireto para deteccdo de
antitoxina épsilon

Microplacas de ELISA foram adsorvidas
com 1 pug/mL de solucdo de prototoxina
épsilon de Clostridium perfringens tipo D
purificada, permanecendo overnight a 4°C.
Diluicdes duplas dos soros policlonais foram
adicionados as microplacas e
posteriormente anticorpos marcados com
peroxidase, anti-camundongo  (SIGMA
Chemical C.o., St. Louis Mo, USA). Apés
incubacéo e lavagem da placa, o substrato
foi acrescentado para revelar a reagdo que
foi paralisada apés uma hora (Parreira
2001).

3.5. Producéo dos hibridomas

A producdo dos hibridos secretores de
anticorpos monoclonais foi realizada
segundo Rocha (2000) e Souza (2000).

3.5.1. Obtencédo de células de mieloma

Foram adquiridas as linhagens celulares
BALB/c Sp,/0. Agld e P3-X63-Ag8. 653
(NS653), da American Type Culture
Collection (ATCC) pertencentes ao banco
de linhagem continua de células do
Laboratorio de cultivo celular da Fundagéo
Ezequiel Dias.



As Células de mieloma Sp,/0. Agl4 e P3-
X63-Ag8. 653, mantidas em nitrogénio
liquido, foram transferidas para um banho-
maria a 37°C. Depois de descongeladas
foram colocadas em frascos de 25cm®
contendo 5ml de Meio de cultura RPMI 1640
(SIGMA) 10% SFB (acrescido de 10% de
soro fetal bovino), 2mm L-glutammina
(GIBCO), durante oito dias a 37C a uma
atmosfera de 5% de CO, realizando-se a
troca do meio a cada 48 horas. Apds
apresentarem crescimento  exponencial,
foram contadas em camaras de Neubauer e
repicadas no momento da fusdo na
proporcdo de 1x10° células do baco para
1x10" de mieloma.

3.5.2- Contagem das células

A contagem das células foi realizada em
camara de Neubauer. A coloracdo foi feita
de acordo com a técnica descrita por
Hudson e Hay, 1989.

3.5.3-Imunizacdo dos camundongos e
preparacao dos linfécitos

Foram utilizados 10 Camundongos BALB/c
fémeas, com seis semanas de vida,
imunizados da mesma forma que no item
3.3.1a. Os sSoros foram obtidos
semanalmente através da puncdo da veia
caudal e posteriormente testados por ensaio
imunoenzimatico, ELISA. Aqueles que
apresentaram uma leitura em 492nm com
D.O superior a 1 receberam a imunizacao
final com 20ug/100ul de protoxina, por via
subcuténea, quatro dias antes da fuséo
celular.

Os camundongos BALB/c, previamente
imunizados e selecionados, foram
sacrificados por deslocamento cervical, o
baco foi removido assepticamente e
transferidos para uma placa de Petri estéril,
contendo meio RPMI 1640 (sigma, EUA).
Posteriormente com o auxilio de seringas de
10ml estéreis contendo meio de cultura foi
realizado a retirada das células do baco por
explosdo e as mesmas transferidas para
tubo Falcom 45 mL e submetidas a
centrifugacdo a 200xg por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células

ressuspendidas com 5ml de solucéo de lise
(Tris-base 0,2g; cloreto de ambnia 0,77g;
100ml de H,O Miliqui) e submetido a nova
centrifugacao. 0] sobrenadante foi
descartado e a ressuspencdo feita
adicionado 5ml de RPMI-1640 com 10% de
soro fetal bovino (Gibco).

3.5.4- Fuséao

Depois de contadas em camara de
Neubauer 1x10° células provenientes do
baco do camundongo imunizado foram
misturadas com 1x10° células de mieloma
em tubos de fundo cbnico e posteriormente
centrifugadas a 200xg por cinco minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento
resultante adicionou-se 1ml de uma solucéo
de PEG 1500 a 50% peso/volume (Sigma,
EUA), pré-aquecida a 37°C por um minuto.
Em seguida foram adicionados 5mL de meio
RPMI 1640 livre de soro, por um periodo de
um minuto, e finalmente 10mL do mesmo
meio por um periodo de cinco minutos. O
tubo foi centrifugado a 400xg por cinco
minutos & temperatura ambiente, o
sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 35 ml de meio
RPMI-HAT acrescido de 10% de soro fetal
bovino, 2mm L-glutammina (GIBCO),
penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina
100ug/ml, gentamincina 50ug/m,|
anfotericina-B 2,5ug/ml (SIGMA), Insulina
0,05%, transferrina 0,05% (GIBCO). As
células foram distribuidas em trés placas de
96 orificios incubadas em estufa a 37°C
com 5% de CO, O meio seletivo RPMI-
HAT-10 foi utilizado na realimentacdo dos
hibridos até a morte dos controles e
posteriormente foi substituido pelo meio
RPMI-HT-10.

3.5.5- Preparo dos macréfagos

Com o objetivo de estimular o crescimento
dos hibridos e fazer a limpeza das culturas,
foram adicionadas as placas e frascos de
culturas, previamente a clonagem,
monocamadas de macrofagos. O preparo foi
realizado segundo Harlow e Lane (1988).

Foi realizada a eutanasia do camundongo
por deslocamento cervical. Apés, assepsia e
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desinfeccdo foi levado para o laboratério.
Realizou-se a lavagem da cavidade
intraperitoneal em condicdes assépticas,
utilizando meio RPMI-1640 sem soro fetal.
Ap6s a lavagem as células eram
transferidas para placas de 96 wells,
permanecendo incubadas a 37C por um
periodo de 48 horas.

3.5.6 - Selecao dos hibridos apos fuséo

A presenca de anticorpos contra 0 antigeno
de interesse no sobrenadante das culturas
foi detectada por teste de ELISA indireto,
para a pesquisa de AcMo da mesma forma
descrita para policlonais no item 3.4.
Substitui-se 0s soros dos camundongos por
sobrenadante de cultura nao diluido.

3.5.7 - Clonagem dos hibridos

O método utilizado foi o de diluicao limitante
de acordo com Harlow e Lane (1988) e
Hudson e Hay (1989).

Os hibridos positivos foram selecionados
através do ELISA indireto conforme o item
3.5.5 para uma primeira clonagem. As
células a serem clonadas foram
ressuspendidas em RPMI-HT acrescido de
15% de soro fetal bovino, 2mm L-
glutammina  (GIBCO), penicilina 100
unidades/ml,  estreptomicina  100ug/ml,
gentamincina 50ug/ml anfotericina-B
2,5ug/ml (SIGMA), Insulina 0,05%
transferrina 0,05% (GIBCO) e o crescimento
observado diariamente. As coldnias que
apresentaram bom crescimento e
permaneceram positivas no ELISA (pré-
clones), foram submetidas a reclonagem por
diluic&o limitante de modo a obter em média
uma célula por orificio.

Os clones que apresentaram crescimento
foram expandidos para placas e frascos
para obtencdo de sobrenadante de cultura,
liquido ascitco e submetidas ao
congelamento.
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3.5.8 - Congelamento dos hibridos
positivos

Os hibridos positivos dos diferentes clones
foram congelados em meio de
congelamento contendo 94% de meio
RPMI-1640-10%-SFB mais 6% de DMSO.
Foram utilizadas duas técnicas de
congelamento. Na primeira as células foram
mantidas a -70°C, por 24 horas e
posteriormente transferidas para nitrogénio
liquido a -172°C. A segunda técnica utilizou-
se o aparelho de congelamento automatico
Cryomed®.

3.5.9 - Caracterizagdo isotipica  dos
anticorpos monoclonais por ELISA
antigeno-mediado

A determinacéo da classe e subclasses de
anticorpos monoclonais no sobrenadante
dos cultivos e liquido ascitico foram
realizados por um ELISA antigeno mediado
utilizando-se os protocolos descritos no Kit
Mouse Monoclonal Antibody Isotyping
Reagentes (SIGMA Chemical C.o., St. Louis
Mo, USA).

3.5.10 - Obtencéao de liquido ascitico

Camundongos BALB/c foram inoculados por
via intraperitonial com 0,5ml de pristane.
Sete dias apos, cada animal foi inoculado,
pela mesma via, com aproximadamente
1x10" células produtoras de anticorpos
monoclonais.

Aproximadamente 15 dias apés inoculagéo
elou quando 0s camundongos
apresentavam o abdémen aumentado de
volume, o liquido ascitico era colhido
puncionando-se o0 abddbmen dos animais
com agulha 40x12. O liquido depois de
coletado foi centrifugados a 4000 x g por 10
minutos e os sobrenadantes conservados a
-70°C para posterior purificacao.

3.5.11 - Purificagcado dos AcMo

A partir do sobrenadante da cultura dos
hibridos e do liquido ascitico os AcMo foram
purificadas através da técnica de
cromatografia liquida utilizando a coluna



HiTrap IgM purification HP 1mL (Amersham
Biosciences) para purificacdo de IgM. Antes
da passagem na coluna o liquido ascitico foi
precipitado com sulfato de aménio a 50% e
posteriormente dialisado em PBS 0,01M
com trés trocas. Inicialmente a coluna foi
preparada com a passagem de cinco
volumes da coluna para cada tampéo, na
seguinte seqiiéncia: tampao de ligacéo
(20nm fosfato de sédio, 0,8 M (NH4),SOy,,
pH 7,5), tamp&o de eluicdo (20nm fosfato de
sédio, pH 7,5) e tampdo de regeneracao
(20nm fosfato de sédio, pH 7,5 com 30% de
isopropanol). Posteriormente a coluna foi
equilibrada com cinco volumes (V) da
coluna com tampéo de ligagdo e aplicagédo
do sobrenadante. Apds aplicagdo da
amostra a coluna era lavada com 15V de
tampdo de ligacdo, e a amostra eluida com
12V do tampéao de eluicdo. O material eluido
era colhido em tubos de soro no volume de
1 mL, e posteriormente levados ao
escpetofotbmetro para a dosagem protéica.
Finalmente a coluna era reequilibrada com
7V do tampdo de regeneracdo e 5V do
tampéo de ligagéo.

Para purificacdo de AcMo da classe IgG foi
utilizado cromatografia em coluna de
proteina A sepharose CL-4B, ativada com
brometo de cianogéneo (SIGMA Chemical
C.0., St. Louis Mo, USA). Preparada
conforme as orienta¢cdes do fabricante.

3.5.12 - Dosagem protéica dos AcMo
purificados

A dosagem protéica dos AcMo purificados
foi realizada através do coeficiente de
extincdo descrito por Harlow e Lane (1988).

3.5.13 - Western Blotting

O Western Blot (WB) foi realizado a fim de
se verificar a especificidade do AcMo
purificados frente a toxina épsilon. Depois
de realizada a eletroforese conforme
descrito no item 3.4. com a toxina épsilon
purificada na concentracdo de 30ug/ml. Foi
procedida a transferéncia rapida da proteina
conforme 0o manual de instrucBes

Transblot® semi-dry electrophoretic transfer
cell (1995). Posteriormente foi realizado o
blogueio com PBS-twenn-20 por uma hora.
Depois de bloqueada seccionou-se a
membrana em varios fragmentos, e cada
porcdo recebia o material a ser testado
conforme era delineado. Adicionou-se o
sobrenadante da cultura que foi deixado sob
agitacdo por uma hora. Apés esse periodo
foi adicionada imunoglobulina de cabra anti-
mouse conjugada com peroxidase (SIGMA
Chemical C.o., St. Louis Mo, USA) diluida
4000x em PBS-Tween 0,05% por mais uma
hora. Por ultimo adicionou-se o substrato
DAB (3, 3 diamino benzidine
tetrahidroclotero  (120pug/mL) e  H,0,
(0,2W/mL) até o aparecimento da banda.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo da amostra C. perfringens tipo
D, apés 24 horas de incubacdo no Agar
sangue em anaerobiose observou-se
formacdo de colbnias acinzentadas lisa e
brilhantes rodeadas por um halo de dupla
hemdlise. Pelo método de Gram, observou-
se bastonetes Gram positivos, sendo este
resultados caracteristicos de C. perfringens
tipo D de acordo com Sarris et al. (2001). No
teste de toxicidade a protoxina épsilon
causou morte dos animais nas inoculagfes
de 1:100 a 1:800 dentro das primeiras 24
horas e o0 grupo controle permaneceu vivo.

Nesse trabalho foi possivel observar que o
rendimento médio da purificacdo da
protoxina 10x concentrada foi de
0,426mg/ml, esses resultados estdo de
acordo com Parreira (2001), que obteve
uma média de 0,416mg/ml demonstrando a
eficiéncia do processo de purificacdo em
coluna de sepharose CL 6B.

No presente trabalho ap6s a purificagcao da
protoxina e quando analisada pela
eletroforese, apresentou um  padréo
eletroforético correspondente a 36.898 Kda
(Figura 1). Diferentemente de Sakurai et al.
(1997) e Parreira 2001 que relataram o peso
molecular do protoxina épsilon purificada em
31.402 e 34.299 Kda respectivamente.
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Figura 1: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) corado pela prata, da
amostra da protoxina épsilon purificada 1-11 em diferentes fragées de producao.

4.1 - Imunizagédo dos camundongos Swiis
e obtencao dos soros padrbes

A partir dos camundongos Swiis imunizados
com o toxéide épsilon purificado e 0s nao
submetidos ao processo de imunizacao, foi
possivel a obtencdo de 5mL de soro
policlonal anti-épsilon e negativo
respectivamente. Estes foram utilizados
como controles positivos e negativos no
teste de ELISA indireto para selecdo dos
hibridos positivos.

4.2 - ELISA para avaliacdo dos soros
policlonais

Através do ELISA indireto foi possivel fazer
0 acompanhamento da evolucdo da

resposta imune humoral durante o processo
de imunizagdo dos camundongos. Verificou-
se que a diluicdo 1:80 do soro e adsorgéo
de 0,1ug/well de toxina épsilon purificada
resultou em valores de absorbancia para
distincdo dos soros positivos e negativos
(Figura 2). Esses resultados vao de
encontro com Ebert et al. (1999) que
trabalhando  no  desenvolvimento e
prevalidacdo de dois diferentes sistemas de
ELISA para teste de poténcia de vacina
contendo o toxdide épsilon obteve bons
resultados utilizando a sensibilizacdo da
placa de 0,1 a 1ug/well.

Avaliagdo dos soros policlonais
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Figura 2- Resultado da avaliacdo dos soros policlonais utilizados como controle positivo e

negativo no ELISA indireto.
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4.3- Producéo de
monoclonais

anticorpos

4.3.1- Imunizacdo dos Camundongos
BALB/c

As fémeas da linhagem BALB/c que foram
imunizadas utilizando o toxéide épsilon
desenvolveram resposta imune humoral
satisfatoria, apresentado resultados de
absorbancia superior a 1,0 quando
avaliados por ELISA. Os resultados
referentes 4 evolucao da resposta humoral

pode ser verificada na Figura 3. Esses
resultados concordam com Persival et al.
(1990) que utilizaram concentracdes de 10 a4
20ug do toxoéide épsilon na imunizacdo de
Balb/c para produgéo de hibridos produtores
de AcMo anti épsilon toxina de C.
perfringens tipo D e afirma que essas
concentrac8es sao ideais para se obter uma
boa resposta imune. Apés oito dias da
ultima imunizacdo o0s animais que
apresentavam resultados de absorbancia no
ELISA superior a 1,0 foram selecionados
para a realizacdo da fuséo.

Avaliacdo dos niveis de anti-epsilon toxina
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Figura 3: Avaliacao dos niveis de anticorpos anti-épsilon toxina de C. perfringens tipo D dos
camundongos da linguagem BALB/c ao processo de imunizacdo com o toxéide épsilon.

4.3.2 - Producéo dos hibridomas

Durante o experimento foram realizadas
seis fus@es. Cinco utilizando as células da
linhagem Sp,/0. Agl4 (SP2) e uma com a
P3-X63-Ag8. 653 (NS653) (P3X). Apds a
hibridizacdo das células do baco com as
células da linhagem de mieloma foram
testados ao todo 864 pocos para SP2 e 288
para (P3X) quanto a producdo de
imunoglobulinas anti-épsilon toxina de C.
perfringens tipo D. O numero de pogos
positivos foram 59 para linhagem Sp,/0.

Agld e 19 para P3-X63-Ag8. 653,
representando 6,68 e 6,59% de positividade
respectivamente. Os resultados referentes a
producdo e clonagem dos hibridos estao
descritos na Tabela 2. Esse resultado do
namero de hibridos selecionados foi
superior aos obtidos por Horiguchi et al.
(1985) que encontraram uma positividade
de apenas 1,5% dos pocos testados. Essa
variacdo pode estar relacionada com o
método utilizado pelo autor de selecionar os
hibridos positivos.
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Tabela 1 — Producéo e Clonagem dos hibridomas anti épsilon toxina de Clostridium perfringens

tipo D
Sp,/0. Agl4 P3-X63-Ag8. 653 (NS653)
N°de fusbes 05 01
N°de pocos testados p/lg 864 288
N°de pocos positivos (+/%) 59 (6,82) 19 (6,59)
N°de hibridos selecionados 20 10
N°de hibridos positivos apés clonagem (+/%) 07 (40,00) 06 (60,00)

4.3.3 - Clonagem dos hibridos

Depois de realizada a selec¢éo, vinte culturas
de hibridos provenientes da linhagem Sp,/0.
Agl4 e dez da linhagem P3-X63-Ag8. 653
que apresentaram as maiores leituras de
densidade 6tica (D. O) em 492nm no ELISA
foram submetidos a sucessivas clonagens
por diluicdo limitante e os demais foram
congelados para futura utilizacéo.

ApOs sucessivas clonagens com os hibridos
provenientes da linhagem Sp,/0. Agl4
apenas sete permaneceram positivos no
ELISA e foram submetidos a isotipagem. Os
hibridos apresentavam crescimento
insatisfatorio. Durante o experimento varias
alternativas a fim de estimular o crescimento
celular foram utilizadas como: aumento nas
concentrac8es do soro fetal bovino para 15
e 20%, adicdo de insulina e transferrina
bovina, fatores de crescimento EGF,
sobrenadantes de cultura de baco de
camundongos, meios de cultura (Hibridoma
Médium GIBCCO) e substratos (placas e
frascos) especificos para producdo de
hibridomas. Essas alternativas foram Uteis
em determinados momentos. Mas ndo o
suficiente para solucionar o problema.

Essa dificuldade de se estabelecer uma
linhagem continua de hibridos a partir da
fusdo dos linfocitos B com as células do
mieloma da linhagem Sp2. Ag-14 nos levam
a crer, que havia problema relacionado
especificamente a linhagem utilizada neste
trabalho, uma vez que varios autores
conseguiram a imortalizacdo da cultura de
hibridos utilizando a linhagem Sp2. Agl4
(Horiguchi et al. ,1985; Sato, 1989).

ApOs clonagens sucessivas dos hibridos
provenientes da linhagem P3-X63-Ag8. 653,
foi possivel o estabelecimento de seis
linhagens continuas de hibridos secretores
de AcMo, o que vai de encontro com o0s
resultados obtidos por Persival et al. (1990).

4.3.4 - Caracterizagao isotipica

A caracterizacdo isotipica realizada a partir
dos sobrenadantes dos clones provenientes
dos da linhagem Sp2 esta descrito na
(Tabela 3). Estes resultados estdo de
acordo com Sato e Sato (1989) que
estabeleceram seis linhagem secretoras de
AcMo da classe 1gG1l, uma IgG2a e trés
1gG2b.

Tabela 2 - Identificacdo dos clones
provenientes da linhagem Sp,/0. Agl4d
secretores de AcMo anti épsilon toxina de C.
perfringens tipo D com respectiva classe
isotipica.

Identificagdo do Clone  Classe Isotipica

3C4 IgG1
7G1 IgG1

10B IgA

11H IgG2b
12B IgG2b

4C IgG1, 1gG3, IgA
1A1 IgG2a, IgM
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Apb6s a caracterizacdo isotipica esses
clones nédo possuiam numero suficiente de
células que favorecesse o0 congelamento
dos mesmos, nem para a obtencdo de
liguido  ascitico.  Apresentaram um
crescimento insatisfatério evoluindo para
morte celular. N&o sendo possivel a
expansdo dos clones e conseqilente
producdo de AcMo em escala oriundos dos
mesmos.

Desta forma, a partir, das tentativas e com
0s resultados insatisfatérios apresentados
pela linhagem Sp,/0. Agl4, utilizada neste
trabalho. Optou-se por utilizar uma outra
linhagem de mieloma. Dentre as diversas
linhagens recomendadas por Dawson
(1996), optou-se pela utilizacdo da P3-X63-
Ag8. 653 (NS653).

A partir dos clones provenientes da fuséo
das células P3-X63-Ag8. 653 com o0s
linfécitos B, foi possivel caracterizar
isotopicamente seis linhagens secretoras de
AcMo. Apds o estabelecimento da linhagem
continua os clones receberam a
denominacdo MLC-01 a MLC-06. Apo6s
congelamento foram depositados no banco
de células do laboratério de cultivo celular
da Fundacdo Ezequiel Dias e esta sob o
registro de nimero 921-926. Os clones

MLC-01 e MLC-02 foram escolhidos para
dar continuidade ao trabalho.

Todas as seis linhagens estabelecidas
provenientes da fusdo com as células P3-
X63-Ag8. 653, sdo secretoras de
imunoglobulina IgM e 1gG3. Isso indica que
nessas linhagens existe mais de um clone
secretor, porém apenas para as classes IgM
e 1gG3. Apés a purificacdo os
sobrenadantes provenientes dos clones,
foram submetidos a uma nova isotipagem,
apresentando reatividade apenas para IgM
e lgG3. Apesar dos seis clones secretarem
a mesma classe isotipica, os mesmo podem
apresentar reatividade para diferentes
epitopos da toxina, uma vez que, MccClane
et al. (1985), estabeleceu dez linhagens
secretoras apenas de IgG1, os quais cinco
apresentaram reatividade para epitopos
diferentes da enterotoxina de Clostridium
perfringens tipo A.

Os clones MLC-01 e MLC-02 (Figura 4)
foram submetidos a trés diluicfes limitantes.
Porem, apesar da diluicdo ser realizada na
tentativa de que ficasse apenas uma célula
por poco, ndo foi possivel precisar com
exatiddo esta separagdo. Fazendo-se
necessario que se realize varias diluicdes
limitantes para se obter a homogeneidade
da cultura.

&- Linhazern WLC-02 secretora de Achio anti-epsilon toxdna de © perfringens tipo D B- Linhagern WLC-
02 utilizando um macrdfago como base para crescimento. C- Linhagern WLC-02 confluéneia de 0%

Figura 4- Clones MLC-02 em diferentes fases de crescimento.
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4.3.5 - Obtengéo do Liquido ascitico

O camundongo que foi inoculado com as
células provenientes da linhagem MLC-02
apresentou liquido ascitico com seis dias
apo6s inoculagdo das células, apresentando
um rendimento de 7 mL. Estes resultados
foram diferentes dos encontrados por
Goding (1986) o qual, estima que séo
necessarios, 15 dias para (o]
desenvolvimento do tumor liquido. O
desenvolvimento rapido do tumor pode estar
relacionado com a grande capacidade de
expansdo apresentada por essa linhagem
hibrida. O outro camundongo que foi
inoculado com a linhagem MLC-01,
desenvolveu um tumor sdlido, que com 15
dias pos-inoculacdo apresentava uma
massa tumoral de aproximadamente 3cm de
comprimento, por 1,5 cm de largura com
bordos irregulares, de consisténcia firme
aderido a parede abdominal. Segundo
Harlow e Lane (1988) formacao de tumores
sélidos, ap6s a inoculacdo de células
hibridas provenientes da fusdo com células
de mieloma podem ocorrer.

Durante o processo de obtencéo do liquido
ascitico foi realizada a recuperacdo das
células hibridas e posterior expansdo em
meio de cultura. Um fator importante a ser
observado durante esse processo, é que as
células provenientes do liquido ascitico
apresentavam uma melhor caracteristica
morfologica, menor tempo de divisdo celular
com grande capacidade de expanséo
quando comparadas com os hibridos do
cultivo primario.

A fim de se verificar a estabilidade do
hibrido em relacdo a classe isotipica
secretada, foi realizado uma isotipagem com
0 sobrenadante da cultura das células MLC-
02 pés-inoculacao em camundongo Balb/c e
com o liquido ascitico apods ser precipitado
com sulfato de amobnio a 50% (V/V) e
posteriormente dialisado em PBS 0,01M. A
partir dos resultados foi possivel observar
que no liquido ascitico assim como o
sobrenadante da cultura MLC-02 pés-
inoculacdo, estava presente anticorpos anti-
épsilon toxina das classes IgM e IgG3. O
gue de certa forma indica que os hibridos

inoculados no animal permaneceram
secretando as mesmas classes isotipicas,
ndo ocorrendo variagdo nem perda do
isotipo secretado in vivo.

4.3.6 - Purificacdo dos AcMo

A partir do sobrenadante da cultura dos
hibridos MLC-01 e MLC-02 foi realizada a
purificagdo das imunoglobulinas IgM e 19G.
ApOs a passagem de um volume de 62 mL
de sobrenadante da cultura dos hibridos na
coluna HiTrap IgM purification HP foi
possivel obter um total de 1,334 mg,
resultando em uma média de 21,52ug/mL
de IgM anti-épsilon de Clostridium
perfringens tipo D. Posteriormente 20 mL do
sobrenadante foi submetida a coluna de
Proteina A Sepharose CL-4B com o
rendimento de 15ug/mL de IgG3. Esses
resultados estdo de acordo com Goding
(1986), o qual relata que o rendimento da
producdo de AcMo em sobrenadante de
cultura celular variam de 5-50ug/mL, e
depende do desenvolvimento individual do
clone assim como da densidade celular na
cultura. Porem, esses valores séo inferiores
aos obtidos por Wnek et al. (1985). A baixa
producdo no sobrenadante pode estar
relacionada com o fato de que a cultura
apresenta mais de um clone, ocasionando
uma reducdo na producdo de ambas as
classes de imunoglobulina no cultivo. Boarer
et al. (1988) sugerem a utilizacdo de
bioreatores como uma alternativa para
melhora a producéo de AcMo in vitro. Apos
purificados os AcMo foram submetidos a
mais uma isotipagem e apresentaram
resultado positivo tanto para IgM como para
IgG3, comprovando a especificidade do
AcMo produzido.

437 - Caracterizagdo dos AcMo
purificados por Western blotting

Os AcMo das classes IgM e igG3
purificados a partir da cultura MLC-01 e
MLC-02, foram submetidos a um western
blottting. A partir desse ensaio foi possivel
verificar que, tanto a lgG3 quanto a IgM
foram capazes de identificar a épsilon toxina
purificada. Estes resultados estdo de acordo
com os descritos por Boarer et al. (1988)
Hauer e Clough (1999).
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Figura 5- Wester Blotting dos AcMo anti -toxina épsilon purificados

Desta forma, os resultados obtidos séo
promissores e que os AcMo anti épsilon
toxina de Clostridium perfringens tipo D
produzidos neste trabalho podem ser
utiizados em  estudos  futuros no
desenvolvimento de métodos alternativos
para controle de vacinas contendo o toxoide
épsilon, elaboracdo de kit de diagnéstico
utilizando AcMo, assim como, no estudo da
estruturacdo antigénica e ativacdo da
épsilon toxina de Clostridium perfringens
tipo D.

5 - CONCLUSOES

e Para um melhor aproveitamento dos
AcMo produzidos pelas linhagens
estabelecidas neste trabalho. Faz-se
necessario que outras diluicdes
limitantes sejam realizadas a fim de se
obter uma cultura homogénea secretora
apenas de uma classe isotipica.

« Alinhagem de células P3-X63-Ag8. 653
foi mais eficiente na producdo de
anticorpos monoclonais anti  épsilon
toxina neste experimento do que a
linhagem Sp,/0. Agl4.
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