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RESUMO

Anticorpos monoclonais (AcMc) anti imunoglobulina G (IgG) bovina foram
produzidos e caracterizados. De um total de sete hibridomas obtidos, dois foram
escolhidos com base na absorvancia obtida por ELISA, a partir do meio de
cultura, e foram designados B4Fl11l e B3H12. Estes monoclonais foram
analisados por Western Blot, para fragmentos de IgG obtidos por protedlise com
papaina, revelando que o BA4F11, possivelmente, dirigia-se a um antigeno
conformacional e que B3H12 reagia especificamente com Fc (fragmento
cristalizavel) de 1gG bovino.

Este Anticorpo Monoclonal (B3H12) anti Fc de IgG bovino foi utilizado para
a producédo de conjugados com isotiocianato de fluoresceina e peroxidase. Ambos
os conjugados poderao ser empregados em imunofluorescéncia indireta e ELISA
indireto respectivamente. Estes reagentes foram avaliados em testes de
imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos dirigidos a Brucella
abortus, Metacestdodeo de Taenia saginata (Cisticercose Bovina) e Herpesvirus
Bovino 1, com resultados compativeis a padronizacdo do teste. Quanto ao
conjugado para ELISA, quando avaliado revelou-se especifico, mas com titulo

que precisa ser melhorado.



ABSTRACT

Monoclonal antibodies directed to bovine IgG, were produced and
characterised. From a total of seven hybridomas with a good performance, two of
them were chosen, taking in account the optical density evaluated on ELISA test,
where culture medium was the start material, they where designated B4F11 and
B3H12. These monoclonals were probed in a Western Blot to detect IgG
fragments originated by papain proteolises, making known that B4H11 reacted
with a conformational epitope, while B3H12 interacted in specific manner with the
Fc (cristalizable fragment) from bovine IgG.

These monoclonal (B3H12) anti Fc was utilizaded in a conjugation
procedure with fluorescein isothyocianate and peroxidase in order to develop
indirect immunoflorescence and ELISA, respectively. This reagents were
evaluated performing indirect immunofluorescence and ELISA, in order to detect
antibodies to Brucella abortus, Taenia saginata metacestodeo (Bovine
Cysticercosis) and Bovine Herpesvirus 1. The results were in accordance to the
test standards. The ELISA conjugate revelead good performance, besides the low

titers.



INTRODUCAO

Considera-se a biotecnologia como o0 mais novo avan¢o na ciéncia da vida
alcangado no final do século XX, com reflexos nos mais diferentes entendimentos
da vida humana e do meio ambiente. Recentes avangos no conhecimento em
biologia molecular e da célula tém nos permitido criar moléculas de DNA
recombinante com varias aplicacées na producéo de proteinas de interesse, quer
propria ou exdgena.

Algumas areas da saude animal tém sido promovidas pela biotecnologia, por
exemplo, o desenvolvimento de testes diagndsticos para controle de doencas,
producdo de vacinas, nutricdo e controle de parasitas. A producdo de imundégenos
especificos para o uso de criteriosos protocolos de imuniza¢do tem permitido o
desenvolvimento de reagentes para uso em testes diagndsticos altamente
especificos. Esses anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais em origem,
tendo os ultimos algumas vantagens sobre os primeiros por serem produzidos por
células imortalizadas e altamente especificas. Anticorpos monoclonais sdo usados
em imunoensaios que sdo extremamente especificos e sensiveis para uma grande
guantidade de componentes de virus, bactérias, protozoarios e macroparasitas. A
especificidade do sistema de ensaio ultrapassa qualquer restricdo quanto a
natureza do material que estd sendo avaliado. No que concerne a sensibilidade,
permite identificar quantidades minimas de componentes, tdo pequenas quanto
10 *? (milionésima parte de um grama).

Os avancos conseguidos com as tecnologias de clonagem de gene e de
expressdo de proteinas recombinantes tém gerado progressos significativos nos
sistemas eucariéticos de sintese. Muitas linhagens de células eucaribticas de
mamiferos tém sido usadas para sintetizar proteinas via transfeccdo com
plasmideos ou infeccdo por virus.

Especial referéncia merecem os mielomas, como sistema de sintese de
anticorpos monoclonais (AcMc) que sao utilizados em uma enorme variedade de
metodologias de diagnostico, formacdo de imagens e aplicacdes terapéuticas.
Anticorpos tém se mostrado reagentes apropriados em diferentes areas da Biologia

e da Medicina pela forma especifica com que se ligam aos antigenos.



A natureza da estrutura proteica dos anticorpos nas suas diferentes regidoes
das cadeias leves e pesadas torna-os convenientes para a engenharia de proteinas,
na qual regides funcionais, tais como Fab com atividade de ligacdo a antigenos e Fc
com funcdes efetoras, podem ser substituidas em diferentes anticorpos (FIGURA
1).

; ILIOTIPDS :
s eLTURMIMATIE
i i i ELEOTIMIS) %
Flab), < ;
2 M ¥
3 ¢
N ’
.\-'\. Fi H
~ F
b1
% s
n F
5 ;
!
L3
&T0LE
CLINAFEM -~
I3

n.qumm.i.l Hq = RESTAD BOBRABICA

Liap ] 4

: CLIVAdE M I = 3-8 rOMTE SULFETO
ik PEPEIHA
B CiADEDapaIsarie Y
|
F': { ': o § SUBCLASAT DO TASTIM Y2

- 1515 AUscLass

= ALOTIRD &)

v
¥
@

= CARBOIDRATOD

FIGURA 1 - ESTRUTURA DE UMA IMUNOGLOBULINA BOVINA.FONTE: BUTLER,1986.

A utilizacdo de mutantes e cadeias protéicas com regides substituidas tem
sido Uteis na elucidacdo de estruturas funcionais de anticorpos que sao
responsaveis por suas caracteristicas e contribuem para a funcao efetora. Técnicas
recombinantes de DNA e de expressdo de genes sdo usadas para produzir
anticorpos com caracteristicas desejaveis e a diferente composicdo de cadeias

protéicas tem gerado novas moléculas tais como quimeras (humanizadas),



anticorpos cataliticos, anticorpos poliméricos e fragmentos de anticorpos (YOO et
al., 2002 e ARMOUR et al.,1994).

Conhecer e avaliar a imunidade humoral dos animais domeésticos em
condicbes de saude e de doenca significa isolar, caracterizar e quantificar
imunoglobulinas, principal componente do sistema de deteccédo de invasores em
solucdes nos fluidos bioldgicos ou associados a células deste meio (LETESSON et
al.,1985; VAN ZAANE ET AL.,1984; WILLIANS et al.,1990).

Os recursos diagnosticos, necessariamente, baseiam-se na busca de
anticorpos especificos a determinados antigenos, quer estruturais quer resultantes
do metabolismo direcionado pelo agente de doenca. A identificacdo isolada de
proteinas e ou de acidos nucléicos ndo permite a associacdo causa-efeito. Nao
menos importantes sdo a quantificacdo e a natureza da resposta as vacinas e a
discriminacdo necesséria desta para aquela patégeno-associada. Este projeto
propbe-se a estruturar um sistema de producdo de reagentes diagndsticos,
normalmente ausente no dominio de tecnologias em nosso pais, que trata da
producdo de conjugados anti-espécie para imunoglobulinas, que possam ser
utilizados para profilaxia, no diagnéstico ou na terapia. Processo que tem por
principio a especificidade e repetibilidade dos anticorpos monoclonais.

Associado ao que precede, os laboratérios de diagnostico e de pesquisas em
doencas animais vivenciam frequentes dificuldades na obtencdo de insumos que
dependem de importacdo, tornando-se caros e inacessiveis em curto espaco de
tempo. Conhecida é também a significancia da producédo de carnes e animais vivos
a economia do setor primario, pois tem, o Brasil, a privilegiada condicdo de maior
exportador de carnes do mundo. A integridade sanitaria dos rebanhos merece o

melhor da competéncia cientifica e tecnolégica industrial.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 IMUNOGLOBULINAS
2.1.1 Isotipos

As imunoglobulinas possuem diferentes classes, sendo denominadas de
isotipos, IgD, IgA, IgG, IgM e IgE. A nomenclatura das imunoglobulinas segue o que
foi estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1978), que séo estas:
IgA, 1gG,, 19G,, 1gG3, IgM e IgE.

2.1.2 Propriedades Fisicoquimicas das Imunoglobulinas

As propriedades fisicoquimicas das imunoglobulinas sdo apresentadas no
quadro 1.

As imunoglobulinas bovinas possuem quatro classes: IgM, IgA, IgE e IgG. As
IgGs possuem trés sub-classes (IgG1, 1gG2 e 1gG3) e duas cadeias leves 2
(lambda) e K (kappa) (SYMONS et al.,1989; RABBANI et al.,1997). A técnica de
producdo de anticorpos monoclonais permite desenvolver testes de laboratério
especificos para cada uma das classes e sub-classes. Nao foram identificados, até
hoje, proteinas ou RNAm para a classe IgD. Mais de 90% das cadeias leves sdo do
tipo a2 , embora existam tipos especificos. Futuros estudos serdo necessarios para
estabelecer relacéo entre cadeias a e K (PASTORET, 1998).

A molécula de IgM foi a primeira a aparecer durante a evolucdo dos
vertebrados. Esta molécula é expressa nos linfocitos B que comecam a se
desenvolver e que constituem a primeira linha de defesa. Tem sido identificado um
polimorfismo para IgM (diferentes genes codificando proteinas com determinados
graus de variacdo na seqUéncia de aminoacidos que exercem a mesma funcéo).
Isto tem sido observado com a producdo de anticorpos monoclonais que sao alotipo
especifico. Existe um estrito relacionamento filogenético entre as moléculas de IgM
de diferentes espécies de ruminantes, a composicdo em aminoacidos chega a
89,4% de similaridade entre bovinos e ovinos. Existem trés alotipos de IgM bovino
(IgM?, IgMb e IgM°) definidos pela substituicdo de nucleotideos que determinam

amino@cidos diferentes nas cadeias que codificam (SAINI et al., 2001).



QUADRO 1 PROPRIEDADES
SECRETORIO DAS DIFERENTES CLASSES DA CADEIA PESADA

FISICOQUIMICAS

DAS IMUNOGOBULINAS BOVINAS

DO

COMPONENTE

Propriedades IgM IgG1 lgG22 IgG3? |IgE |IgA | SC
Fisicoquimicas
Cadeia pesada U vyl r2 y3 € A
M, cadeia pesada PAGE 80 58 55 58 68 60
Estimativa (/ 1000)
M, Ig (1/1000) 1030 | 161-163 | 150-154 385-
430
Al6tipos B54 cuez Al/A2
IL-A50 |

BA3,BAS
Mobilidade B2 B2 r B2 B2
Eletroforética
Relativa
S20,w 19.2- 6,5-7,2 6,5-7,2 10.8- | 4.0-4.9

19.7 11

S$*°  1%,lcm UV- | 11.8- | 12.1- 12.3-
absorcao 12.6 13.7 135
Carbohidrato (%) 10-12 2.8-3.1 2,6-3.0 6-10 | 5.9
Manose (%) 0.53 0.57 1.92
Galactose (%) 0.37 0.45 0.19
Glicose (%) 0.62 0.45 0.45
Hexosamine (%) 2.8-3.9 | 0.9-1.72 |0.8-1.6 2.5-3.1
Fucose (%) 1.25 0.10- 0.16- 0.24-

0.26 0.26 0.80
Acido Salicilico (%) 1.39 0.28 0.15 0.4
Total SH/mol 43.6 37.5-43 32.5-35 30.0

% A nova nomenclatura proposta substitui a terminologia IgG2a e 1gG2b por IgG2 e IgG3;

SC-Componente secretorio € somente da IgA e IgM. FONTE: BUTLER (1986).
Em todos os mamiferos a IgM aparece de forma pentamérica, onde cada

mondmero possui duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. Os cinco



mondmeros se organizam em pentameros através da ligagdo covalente com a
cadeia J (joining) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — Estrutura da Imunoglobulina M. 1) Pentamero (19S); 2) Segmento extra (Cy,4); 3) Cadeia
J (joining); 4) Valéncia 5. FONTE: www.southcarolinauniversity, acessado em 25/03/07.

A cadeia pesada da IgM bovina, conforme dados indicados no quadro 1,
possui uma elevada massa molecular, maior do que a IgM de camundongo e de
humanao.

A IgA de bovino é dimérica, ou seja, é formada por dois mondémeros ligados
pela cadeia J (joining). A IgA secretada que tem sido isolada de secrecgbes
exdcrinas possui uma massa molecular relativa de 420 a 550 x 10°, isso se deve ao
componente secretério associado. O componente secretorio, se liga a porcao extra
celular do receptor das imunoglobulinas poliméricas e é responséavel pela ligacao e
transcitose de IgA dimérica através de células epiteliais da mucosa e do tecido

glandular. Uma fungdo adicional do componente secretério € de tornar as

imunoglobulinas mais resistentes a acdo proteolitica nos ambientes das mucosas. O



DNA complementar do componente secretério ja foi determinado e revela uma
grande conservacao entre as espécies (60% a 70 %).

A IgE bovina é diferente das outras classes e € identificada por sua
sensibilizacao da pele e sua ligacdo aos mastdcitos. Possui anticorpos especificos e
sao detectadas pelo teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e sua
concentracdo é mencionada por unidades comparadas a um padrdo. Foram
isolados genes Ce da extremidade 5’ do gene Ca expresso em molécula quimérica
da imunoglobulina bovina/murina.

Quanto a IgG existem trés sub-classes: IgG1, 1gG2 e 1gG3, sendo a IgG1l e
IgG2 identificadas por eluicdo da coluna de cromatografia por troca de ions. A 1IgG1
€ mais resistente a eluicdo e também difere quanto a sensibilidade de protedlise. A
IgG1 é mais sensivel a pepsina e mais resistente a tripsina que a IgG2. A regido
flexivel das 1gG1 e 1gG2 sao iguais em comprimento, mas mostram divergéncias
evolucionarias. A 1gG2 possui uma delecdo de 9 pares de base (pb) no comeco do
segmento dois da cadeia pesada (SYMONS et al.,1989). Isto pode explicar a
capacidade diferente das duas sub-classes para se ligarem ao receptor do
fragmento Fc existente nas células epiteliais das glandulas mamarias e o
consecutivo transporte para o colostro (KACSKOVISC,2004). Um receptor para o
C1q do complemento localiza-se no segmento dois da cadeia pesada em ambas
sub-classes, as quais sdo capazes de ativar o complemento homodlogo, mas
somente a IgG1 € capaz de fixar complemento heterélogo in vitro. Enquanto 1gG2
apresenta comportamento heterogéneo em testes sorolégicos e de mobilidade
eletroforética, IgG1 comporta-se como uma Unica sub-classe. As imunoglobulinas
constituem o maior componente da imunidade humoral, onde a IgG é a principal
classe de anticorpos presente no sangue, na linfa, nos fluidos peritonial e cérebro-
espinal, além de constituir 75% das imunoglobulinas do soro. Diferentes sub-
classes de IgG existem em diferentes espécies, e a constituicdo bioquimica oferece
as bases para as funcbes biolégicas efetoras. A caracterizagdo molecular e
sorologica das sub-classes das IgGs bovina revelou a existéncia de variacdes
alotipicas, proporcionando marcadores genéticos do polimorfismo das

imunoglobulinas com consequéncias funcionais.



A 1gGl apresenta caracteristicas Unicas: a) constitui 90% das
imunoglobulinas colostrais, proporcionando protecdo ao neonato, € 0 ndo menos
importante papel instrutivo do sistema imune deste; b) é transportada de forma
seletiva pelo receptor FcRn (fragmento cristalizavel de recém nascido), existente no
epitélio do alvéolo pulmonar e glandula mamaria; c) liga-se a neutréfilos como a
lgG2;d) é sintetizada localmente e liberada como imunoglobulina secretéria nas
mucosas (SAINI et al.,2007). Diferencas alotipicas entre animais da mesma espécie
correspondem a capacidade de influenciar o sistema imune e/ou a resisténcia a
infeccbes virais e bacterianas. O alotipo lgG2a manifesta-se antes que 1gG2b
durante o desenvolvimento de bezerros, sendo mais eficiente na ativacdo do
complemento, mecanismo importante no controle de infeccdo por bactérias
piogénicas. Proteinas sintetizadas por estas bactérias ligam-se ao alotipo (b) e ndo
ao alotipo (a) (BASTIDA-CORCUERA, et al.,1999 a e b; CORBEIL,et al.,1997;
SAZAKI, et al.,1977).

A heterogeneidade da 1gG2 foi comprovada adicionalmente por anticorpos
policlonais e monoclonais. Trabalhos utilizando material genético de IgG humana
em provas de hibridizagdo revelaram existir em bovino trés sub-classes de IgG.
Dois dos trés genes bovinos que codificam IgG correspondem ao IgG1l e IgG2,
enquanto que o terceiro gene codifica a IgG3, que nado € reconhecido por anti-soro
para IgG1l e 1gG2. De acordo com o Comité de Imunologia Veterinaria da Unido
Internacional das Sociedades de Imunologia, as trés sub-classes de IgG bovina
devem ser denominadas IgG1, 1gG2 e I1gG3. Determinantes alotipicos sao
encontrados em IgGl e IgG2. Os alotipos melhores estudados sdo Al e A2,
existentes nas sub-classes IgG2 e eles sdo denominados por 1gG2% e IgGZb
(KACKSKOVICS et al.,1996). A sequéncia de aminoacidos determinada pelo
polimorfismo dos genes da cadeia pesada mostra diferencas em quatro regioes:

1) regido em torno da ligacédo da cadeia leve e pesada; 2) regidao da flexibilidade; 3)
sete aminoacidos na regido do inicio; 4) uma substituicdo de arginina (ARG) por
glutamina (GLU) na posicao 419, da regido 3 da cadeia pesada.

O alotipo A1 € um epitopo imunodominante e a maioria dos anticorpos
heterdlogos dirigidas para 1gG2 bovina contém anticorpo para Al e alguma

atividade adicional para o isotipo IgG2. Para o alotipo A2 a resposta heterdloga se



da exatamente de forma oposta ao Al. Esta diferenca pode afetar a producédo de
reagentes e a correta avaliagdo da concentracao de 1gG2.

As sub-classes IgG1l e IgG2 ligam-se fortemente a proteinas de bactérias
piogénicas, o que interfere com a ligacdo especifica do anticorpo a bactéria com a
ativacdo de complemento e fagocitose. O alotipo 1gG2° fixa complemento bovino no
minimo 2 vezes mais que o alotipo (IgG?). Anélise da flexibilidade da 1gG2° mostra
ser esta mais rigida que o (IgG®), o que pode parcialmente explicar a eficiéncia de
fixacdo de complemento (BASTIDA-CORCUERA et al.,1999a; BASTIDA-
CORCUERA et al.,1999Db).

A regido constante da IgG1 e IgG2 de bovino possui genes localizados no
cromossoma 21924 (GU et al.,1992). Acredita-se que a estrutura da regido flexivel
regula o movimento dos fragmentos Fab em relacdo ao Fc. A estrutura da regido
flexivel do Fc da 1gG3 permite grande flexibilidade molecular, tornando-a mais
efetiva nas ligacdes cruzadas durante a formacgéao de complexos imunes.

Deve ser observado que a mesma nomenclatura das sub-classes (IgG1,
IgG2 e 1gG3) entre diferentes espécies animais freqlientemente nos conduz ao erro
de entender que as sub-classes sdo homélogas e possuem as mesmas funcdes.
Isto € verdadeiro para as classes IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, mas nado se aplica as
sub-classes. A hipétese de que a derivacdo das espécies precedeu as sub-classes
prevalece como mais aceita (KEHOE & CAPRA, 1974).

2.1.3 Propriedades Funcionais dos Isotipos

A funcao efetora de um anticorpo esta associada diretamente a exigéncia de
um receptor da regido Fc (FcR). A recombinacdo de genes que codificam a regiao
variavel da cadeia pesada com genes que codificam a regido constante da mesma
cadeia permite a combinacdo da atividade de se ligar ao antigeno com diferentes
funcdes imunoldgicas, tais como: complemento, opsonizacao e outras. Em adicéo,
permite a disseminacdo do anticorpo em diferentes fluidos do corpo e também a
transferéncia através de superficies epiteliais. As imunoglobulinas G séo
encontradas em diferentes concentracées nos diversos fluidos de bovinos normais.

Os dados referentes a 1gG2 contém informac¢des que sdo comuns a 1gG2 e IgG3
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(Quadro 2). Os dados mencionados no quadro 2 foram publicados antes da IgG3 ter

sido identificada (PASTORET, 1998).

QUADRO 2 CONCENTRACAO (mg/mL) DE CLASSES E SUB-CLASSES DE
IMUNOGLOBULINAS EM FLUIDOS CORPOREOS DE BOVINOS

IMUNOGLOBULINAS

Fluidos Corpéreos de Bovinos IgM 1gG1 1gG2 SIgA *
Bile 0.10 0.09

Fluido Bronqueoalveolar 0.03 0.13 0.24 0.24
Colostro 6.77 46.4 2.87 5.36
Fluido Intestinal Residuos | 0.25 0.06 0.24
Leite Natural 0.086 0.58 0.005 0.081
Secrecao Nasal 0.04 1.56 Residuos | 2.81
Saliva 0.006 0.034 0.016 0.34
Fluido Seminal Residuos | 0.13 0.11 0.13
Soros 3.05 11.2 9.2 0,37
Fluido Sinovial 0.37 2.02 1.20 0.68
Lagrimas 0.176 0.32 0.01 2.72
Urina Residuos | 0.009 Residuos | 0.001

slgA - imunoglobulina A secretéria. FONTE: PASTORET (1998).

Uma caracteristica comum da imunidade de mucosas em ruminantes é a

elevada concentracdo de IgG1l em relacdo a IgA na secrecdo das glandulas

mamarias (colostro). Enquanto a IgG1 é transportada do soro para o colostro, a IgA

€ sintetizada localmente no Ubere e secretada tardiamente no leite. Nos bovinos, a

transferéncia de anticorpos maternos para o feto via placentaria ndo existe, em

consequéncia a transferéncia passiva de

imunidade se deve a elevada

concentragdo de IgGl no colostro. A IgA esta mais concentrada em secrecdes

intestinais, nasal e lacrimal. No intestino, a IgA é produzida localmente enquanto a
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IgG é derivada do soro. Na saliva, a IgA presente é seletivamente transferida do
soro pela presenca de um receptor de um epitélio glandular.

As duas principais sub-classes de IgG apresentam diferencas na habilidade
para fixar complemento heterélogo e induzir fagocitose por neutréfilos e mondcitos.
A 1gG2 nao fixa complemento heterélogo, somente o do bovino, sendo importante
para os testes de fixacdo de complemento in vitro. A IgM fixa 10-20 vezes mais
complemento do que IgG, e isto explica a elevada concentracdo no soro bovino em
relacdo a outras espécies.

A ligacdo do Fc de uma imunoglobulina ao respectivo receptor em uma
célula fagocitica com a subseqiente ingestdo e digestdo do complexo imune
consiste num relevante mecanismo de defesa de imunidade induzida. A IgG1,
embora apresente elevada concentracdo no colostro, ndo apresenta receptor em
neutréfilos e mondcitos ndo ativados. O uso de citometria de fluxo revelou a
existéncia de receptores de IgM e IgG2 em neutrdfilos, o que para IgG1l somente
foi possivel com o tratamento de neutrofilos com interferon gama (Quadro 3).

Anticorpos homocitotrépicos sdo responsaveis pela hipersensibilidade
imediata e pertencem a classe IgE, também sao secretados no colostro e possuem
receptores nos mastécitos que estdo envolvidos em processos alérgicos e
resisténcia a parasitos. Embora anticorpos policlonais para cadeia pesada de IgE
tem sido produzidos, sua disponibilidade é limitada devido ao custo e aos intensivos
processos de adsorcdo para assegurar a especificidade. Anticorpos monoclonais
proporcionam reagentes padronizados sem limitacdes dos policlonais (THATCHER
et al.,1988).
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QUADRO 3 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA CADEIA PESADA DAS CLASSES
E SUB CLASSES DAS IMUNOGLOBULINAS DE BOVINOS

a

IgM IgG1 |1gG22 |[1gG2° [ IgE |IgA
Ligacdo a Proteina A - - Fraca - -
Ligacéo a Proteina G - ++ ++ -
Ligacdo ao Complemento
Bovinos + + +
Cobaios + + -
Coelhos + + -
Anafilaxia Passiva Cutanea
Homodloga (pele de Bovino) + +
Heterologa ( pele de rato) + -
Ligacdo ao receptor-Fc
Neutrofilos - - +
Monocitos em sangue fresco - - +
Mondcitos cultivados + + +
Macréfagos alveolares + -
Fagocitose por Neutréfilos
Eritrocitos - - +
S. aureus/E. coli + - -
Trypanossoma theileri + - -
Mycoplasma bovis - - +
FcR- ligacdo a Ig
Sangue com Neutrofilos + - +
Neutrofilos + IFN-y + + ++

A nova nomenclatura proposta substitui a terminologia IgG2a e 1gG2b por IgG2 e 1gG3. Os

experimentos com IgG2 foram realizados antes da identificagdo da IgG3, portanto alguns dados

provavelmente estdo inclusos nas duas sub-classes. FONTE: PASTORET (1998).
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2.1.4 Genes Codificadores da Regido Variavel

Existe uma significante homologia entre o DNA complementar da regido
variavel de cadeias leves existentes nos linfocitos B e 0s mesmos genes existentes
nas ceélulas germinais. A falha em detectar diversidade no material genético de
células germinais sugere pouca participacdo das cadeias leves no reconhecimento
do antigeno. Tem sido sugerido que pseudogenes para regido variavel de cadeias
leves podem se constituir em doadores para conversdo genética. Tem sido
observado também que muta¢cbes pontuais aumentam com a idade do animal. O
modelo atualmente mais aceito esta baseado na conversdo genética seguida por
hipermutacdo somatica como responsaveis pela diversidade da regido variavel de
cadeias leves (PARNG et al., 1995). As regifes variaveis das cadeias pesadas
apresentam alto grau de homologia de nucleotideos (85-90%) e de aminoacidos
(70-80%), o que sugere existir uma Unica familia de genes para a regido variavel
das cadeias pesadas. Esta familia de genes possui uma elevada homologia de
sequéncia com a familia de genes para regido variavel de cadeias pesadas em
ovinos, com a familia V4-Q52 em camundongos e com a regido Vy4 dos humanos.
Hipermutacdo somatica se constitui num importante mecanismo para geragao de

diversidade de aminoacidos em bovinos (FIGURA 3) (Quadro 4).

Ponte Dissulfidica

Carbohidrato

Regiao Flexivel

FIGURA 3 — Regiéo variavel da IgG FONTE: www.southcarolinauniversity , acessado em 24.03.07
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QUADRO 4 -MECANISMOS DA GERACAO DA DIVERSIDADE DE ANTICORPOS

1. | Células germinais: segmentos multiplos dos genes variaveis — V

2. | Combinatorial:

a) Diferentes combinac¢des dos genes V-(D)-J

b) Diferentes combinacdes dos genes Vy e Vi

3. | Juncional: variacGes nas conecc¢odes de V-J; V-D e D-J

4. | Mutacdo pontual somatica: substituicdo de nucleotideos na regiao V

FONTE: MILSTEN (1984).

3  ANTICORPOS MONOCLONAIS
3.1 ANTICORPO

Conjunto de cadeias protéicas em que suas estruturas sao especificadas por
uma unidade genética de informacdo: “GENE”. Cada gene que especifica a
estrutura de cada anticorpo ndo esta presente como tal nas células germinais
(espermatozéide e 6vulo) ou nas células iniciais do embrido. Estas células contém
fragmentos de genes que sdo agrupados nos linfécitos B, durante a ontogénese.
Esta recombinacdo genética associada a mutacdes individuais produz a
diversidade. Anticorpos, como outras proteinas, sdo compostos de subunidades
chamadas aminoacidos. Existem 20 aminoacidos que em diferentes associacfes
formam a cadeia protéica. A composi¢cao de aminoacidos e a seqiiéncia em que sao
colocados na cadeia determinam a estrutura tridimensional da molécula e a
interacdo com outras proteinas. Imunoglobulina, a molécula de anticorpo, tem
caracteristicas estruturais que refletem sua funcéo. Sdo formadas de duas cadeias
protéicas que sdo relacionadas, designadas cadeias pesadas e cadeias leves. A
sequéncia de aminoacidos nestas duas cadeias, quando comparadas em diferentes
anticorpos, mostra uma propriedade peculiar, somente a primeira metade da cadeia
(NH2) mostra variacdo, no restante da proteina a seqiéncia de aminoacidos é

praticamente a mesma.
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FIGURA 4 - Ontogénese do Linfocito B.FONTE: MILSTEIN (1984)

As células precursoras das células produtoras de anticorpos ndo expressam
imunoglobulinas, mas durante a diferenciacdo em pré-célula B e célula B, elas
expressam primeiro a cadeia pesada e depois a cadeia leve. O primeiro anticorpo
produzido é ligado a membrana e funciona como molécula receptora que recebe os
sinais do antigeno. Estas células estimuladas se dividem e se diferenciam em
células produtoras de anticorpos e células de memdria, estes eventos ao nivel
celular estdo correlacionados com mudanca na estrutura do DNA. O material
genético das células germinais contém genes para regifes variaveis e constantes
em diferentes fragmentos do acido nucleico. Cadeias leves e pesadas somente
podem ser transcritas e traduzidas quando certos fragmentos (nas cadeias leves
aparece um fragmento da regido variavel e outro da regido de juncdo; nas cadeias
pesadas aparecem os fragmentos das regifes variavel, diversidade e juncéo) sédo
integrados por um mecanismo de recombinacdo. Durante este processo de
integracdo é gerado uma enorme diversidade de anticorpos.

Von Behring & Kitasato (1890) (appud JERNE,1984) foram os primeiros a
descobrir a molécula de anticorpo no soro de animais imunizados e o fato de que
estes anticorpos poderiam neutralizar as toxinas da difteria e do tétano. Eles
também demonstraram a especificidade dos anticorpos: antitoxina tetanica néo
pode neutralizar a toxina da difteria e vice-versa. Nos 30 anos subsequientes, a
maioria dos imunologistas acreditaram que todas as células do corpo seriam
capazes de produzir anticorpos, conceito que se estendeu até a década de 1950.

Foi na década de 60 que se conseguiu mostrar que somente os linfocitos produziam
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anticorpos. O numero de linfécitos representa aproximadamente 1% do total do
peso do animal (JERNE,1984). E importante salientar que o nimero de linfécitos no
sistema imune €, pelo menos, uma ordem de magnitude maior que o namero de
neurdnios no sistema nervoso (JERNE,1984).

Na década de 60, foram bastante produtivas as descobertas imunolégicas: 1)
a estrutura do anticorpo foi tornada clara; 2) a demonstracdo da afirmacdo de
Burnet, de que todas as moléculas de anticorpo sintetizadas sdo idénticas; 3)
finalmente foi feita a distincdo entre linfocitos B e T e foi possivel definir que
somente linfocitos B secretam anticorpo (JERNE,1984).

Os linfécitos B possuem receptores em sua superficie (em torno de 10°
receptores idénticos para células B). Estas células quando estimuladas se dividem e
maturam. A sua descendéncia vai secretar aproximadamente 2000 moléculas
idénticas de anticorpos por segundo (JERNE,1984).

A regido variavel de uma molécula de anticorpo é, ela prépria, antigénica e
induz a producdo de anticorpos. Anticorpos monoclonais de mieloma, quando
injetados em outro animal, induzem anticorpos especificos, 0s quais reconhecem
um anticorpo particular de mieloma, mas nao reconhecem anticorpos de outro
mieloma isolados de outros animais. Jacques Oudin (appud JERNE,1984),
demonstrou que anticorpos normais, quando produzidos em animais imunizados,
sdo antigénicos e induzem a formacdo de anti-anticorpos especificos
(JERNE,1984). Em outras palavras, a regiao variavel de uma molécula de anticorpo
constitui ndo somente o seu sitio de ligagdo, mas também apresenta um perfil
antigénico chamado idiotipo, contra o qual anticorpo anti-idiotipo pode ser induzido
em outro animal.

A teoria da selecdo clonal formulada por Burnet diz: “um antigeno seleciona
um linfécito que é reconhecido por seu receptor e estimula esta célula a proliferar, a
maturar e a secretar anticorpos com sitio de ligacdo especifico para o epitopo do
antigeno”.

Outro aspecto importante € o numero de diferentes moléculas de anticorpos
que um unico animal pode produzir. Este nimero tem sido estimado a ultrapassar
10 milhdes, e esta enorme diversidade tem sido designada de repertério dos

linfécitos B. Este repertério tem sido caracterizado como completo, o que significa
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que o sistema imune pode responder com a formacdo de anticorpos especificos
para qualquer molécula existente no mundo, inclusive aquelas que o sistema imune
nunca teve oportunidade de encontrar.

Um aspecto quantitativo importante, que deve ser enfatizado no que
concerne a diversidade de moléculas de anticorpos, é o fato de que em seres
humano sao produzidos aproximadamente 10.000 diferentes proteinas, tais como:
enzimas, hormonios, proteinas de membrana e outros. Ao mesmo tempo é
estimado que o sistema imune mantem um repertdrio que excede a 10.000.000
diferentes proteinas chamadas de anticorpos. Isto significa 1.000 vezes mais do que
todas as outras proteinas juntas.

Humanos e camundongos possuem aproximadamente 10 mg de anticorpos
em 1 mL de sangue, entdo um ser humano normal possui entre 50 e 100g de
anticorpos circulando livremente, sdo as chamadas imunoglobulinas (lg). Se
dividissemos este nimero por 10’, de diferentes especificidades, seriam 10 milhdes
de diferentes especificidades, o que significa 5 a 10 pg para cada especificidade,
representando uma média de 3x10* anticorpos monoclonais de cada especificidade
(JERNE,1984).

3.2 LINHAGENS CELULARES DE MIELOMAS

As linhagens de mielomas mais frequientemente usadas séo: P3X63Ag8.653,
SP2/0-Agl4 e NOS/1. Todas células murinas que perderam a capacidade de
sintetizar cadeias leves e pesadas de imunoglobulinas sado derivadas da linhagem
parental MOPC21 (Mineral Qil Plasmacitoma Cell). Potter e Boyce (1962) (appud
BARNES et al., 2000) descobriram que 6leo mineral injetado na cavidade peritonial
de camundongo Balb/c produzia células tumorais (mieloma). Estas células foram
selecionadas (clonadas) para deficiéncia na enzima HPRT-hipoxantina fosforibosil
transferase, de onde surgiu a linhagem P3X63Ag8.653. Esta foi fundida com
linfocitos de bago de camundongo Balb/c imunizados com hemacias de carneiro e
que, por sucessivas subclonagens, gerou a SP2/0-Agl4. A linhagem NOS/1
também teve a mesma origem diferenciando-se pelos processos de subclonagem
(BARNES et al.,2000; YOO et al.,2002), (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — Hibridos anti-hemécias de carneiro. FONTE: MILSTEIN, (1984).

O primeiro hibridoma preparado com sucesso foi feito a partir de células de
camundongos imunizados com heméacias de carneiro. Estas foram fundidas com
mielomas que produzem a proteina IgG MOPC21, que crescem em cultura de
tecido, possibilitando a obtencdo de anticorpos direcionados contra diferentes
determinantes antigénicos e se tornam resistentes a Azaguanina. Os hibridos foram
selecionados em meio HAT. Quando um animal € injetado com um imundgeno, seu
sistema imune responde produzindo uma enorme diversidade de anticorpos
direcionados contra diferentes determinantes antigénicos e também diferentes
anticorpos direcionados contra estes mesmos determinantes antigénicos. Uma vez
produzidos, estes anticorpos sdo liberados na circulagdo, e é quase impossivel
separar cada componente presente no soro. Cada anticorpo € produzido por uma

célula individual. A imortalizacdo de células produtoras de anticorpos pela fusdo
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somatica de célula seguida pela clonagem apropriada do hibrido permite a
producdo de cada anticorpo em cultura separadas, estas células podem ser
injetadas em um animal (camundongo), que desenvolve tumores semelhantes a
mielomas. O soro e o liquido ascitico dos animais portadores dos hibridomas
contém grande quantidade de anticorpos monoclonais. O sistema imune reconhece
as substancias como estranhas, e linfocitos B sé@o induzidos a produzir anticorpos.

Estes anticorpos s&o secretados e misturados no soro (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - Fluxograma para Gera¢éo de Anticorpos Monoclonais.FONTE: MILSTEIN,, (1984).
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As moléculas de anticorpos sdo extremamente semelhantes e, uma vez
misturadas, ndo podem ser separadas uma das outras, por esta razdo, até o
aparecimento da tecnologia dos hibridomas, néo era possivel estudar a diversidade
dos anticorpos para um imunogeno (FIGURA 7). A derivacdo de células hibridas
imortais resolveu este problema porque ela oferece anticorpos individuais
produzidos separadamente em culturas. Isto permite a discriminacdo de
componentes individuais de um antigeno. Anticorpos monoclonais preparados a
partir de componentes celulares ou de microrganismos podem ser utilizados para
identificar sua funcdo, para atuar como reagentes de diagnéstico e também para
agir com fins terapéuticos (MILSTEN, 1984).

- Aba 8ol

Imundgeno

(D2 004)D)]

Ab, + Ab,
Ab+ Ab,

Soro

Suspensido de Baco

(Cel 14 Cel 2+ Cel 3 + Cel )

Fusio com mielomas

|

Hibridoma

FIGURA 7 Discriminacéo da resposta imune pelo uso da tecnologia de hibridoma. FONTE:
MILSTEN, (1984)
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Um camundongo pode produzir 10 milhdes de anticorpos, cada um
sintetizado pelo seu préprio linfécito B. Aproximadamente 1000 anticorpos
diferentes sdo capazes de reconhecer um uUnico determinante antigénico. Quando
se tenta restringir a heterogeneidade de anticorpos para um Unico determinante, por
adsorcOes apropriadas ou imunizagdes alogénicas, o soro do animal apresenta
quatro desvantagens: 1) baixo titulo; 2) anticorpos especificos para um Unico
determinante, mas heterdlogo; 3) producédo limitada; 4) a mesma combinacdo de
anticorpos especificos € impossivel de reproduzir em outro animal.

Estas limitacbes séo inexistentes quando se produz anticorpos monoclonais
que apresentam as vantagens seguintes: 1) alto titulo; 2) especificidade Unica, cada
hibrido produz um Unico anticorpo; 3) ilimitada producéo de anticorpos, os hibridos
sdo imortais como células tumorais, secretam de 10 a 50 pg/mL de anticorpos em
cultivo celular e titulos de 1 a 10 mg de anticorpo por mL em fluido ascitico; 4)
antigenos impuros levam a producdo de anticorpos puros. Os anticorpos
monoclonais, por definicdo, caracterizam um Unico antigeno dos muitos injetados no
camundongo; todas as especificidades podem ser recuperadas. A observacao
empirica parece ser aquela de que se uma resposta imune pode ser induzida em
um camundongo, hibridomas especificos podem ser derivados; 5) linfocitos B
especificos parecem ser raros na populacdo de células do baco de um camundongo
imunizado. Eles sdo encontrados em numero aumentado de 10 a 100 vezes na
populacdo de hibridomas; 6) hibridomas secretam altos niveis de anticorpos,
independentemente de a célula B normal ser ou ndo de alta producédo; 7) as células
de hibridomas podem ser induzidas a mutacdo para produzir anticorpos nao
encontrados na natureza; 8) anticorpos monoclonais podem ser utilizados para
definir, purificar, detectar, quantificar, mapear, modificar, selecionar e localizar
antigenos; 9) uma das grandes vantagens das linhagens de hibridoma reside nao
somente na produgcdo de anticorpos monoclonais, mas na disponibilidade da
maquinaria que os produz.

Pode-se diversificar uma Unica molécula de anticorpo selecionando uma
molécula mutante, introduzindo novas cadeias leves e pesadas dentro das
linhagens de hibridomas, clonando e mutando genes por técnica de genética

reversa e reintroduzindo estes genes dentro de linhagens de células ou dentro das
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células germinais de camundongo. As variantes produzem informacfes sobre o
relacionamento de estrutura e funcao da proteina, do RNA e do gene. As analises
das variantes tém permitido hipéteses mais especulativas sobre interacfes de
cadeias leves e pesadas em familias multigenéticas (KOHLER,1984).

O desenvolvimento da tecnologia de hibridomas, com seu potencial para uso
em processos terapéuticos, tem permitido a indugéo do sistema imune a produzir
anticorpos eficazes no combate a doencas infecciosas e tumorais. A natureza
xenogénica dos anticorpos de camundongos tem se constituido em fator limitante
do seu uso em outras espécies. A criacdo de quimeras, pela biologia molecular,
provou ser uma alternativa com perspectiva concreta de uso clinico. Uma vez que
anticorpos terapéuticos sdo exigidos por um grande namero de pacientes, e em
doses elevadas, tornou-se imperativo o desenvolvimento de eficientes tecnologias
de producédo de proteinas recombinantes. Cultura de células animais como sistema
de expressao tem sido um dos métodos de escolha para producdo comercial de
monoclonais, chegando a concentracdo que excede a 5 g/L (POLLOCK et al,1999;
BIRCH,2006).

3.2.1 Biotecnologia no Diagnoéstico de Doencgas Infecciosas e Parasitarias

3.2.1.1 Deteccéo de Proteinas

3.2.1.1.1 Imuno-histoquimica

Como um complemento ao isolamento de organismos patogénicos dos
tecidos, a imuno-histoquimica esta se tornando rapidamente um instrumento padréo
nos laboratérios de diagndstico para identificacdo de antigenos associados a virus,
bactérias e protozoarios. A deteccdo de antigenos em tecidos fixados oferece
diversas vantagens sobre outras técnicas de diagndstico: a) facilidade no envio de
amostras; b) seguranca no manuseio de patégenos potenciais para humanos; c)
possibilidade de estudos retrospectivos de amostras armazenadas; d) rapidez; e)
deteccdo de organismos nédo viaveis. Como o numero de anticorpos monoclonais

para antigenos definidos e também para isotipos de classes de imunoglobulinas
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usadas em conjugados continua a crescer, 0 uso da imuno-histoquimica para
identificacdo de microrganismos e outros marcadores especificos de auto-
imunidade tende a aumentar (GORHAN et al.,2004).

3.2.1.1.2 Imunoblot

Esta técnica tem sido realizada principalmente em laboratério de diagndsticos
para identificar e/ou caracterizar agentes infecciosos com base na especificidade
para antigenos, ou para utilizar antigenos conhecidos na busca da resposta
sorolégica especifica. Um resultado falso positivo ou falso negativo obtido em outros
ensaios pode ser resolvido por este método. O imunoblot tem sido usado
frequentemente para determinar a especificidade de um anticorpo monoclonal
especifico. Polipeptideos purificados podem ser transferidos para membrana de
nitrocelulose e serem analisados quanto a sua reatividade frente a soros especificos
para proteinas individuais. O sistema de revelacao reside no uso do conjugado anti-
espécie elaborado a partir de anticorpos monoclonais ou policlonais (GORHAN et
al.,2004).

3.2.1.1.3 Ensaio Imunoenzimético - ELISA direto

Com captura de antigeno: facilita a deteccdo de antigenos diretamente do
animal, antecipadamente ou durante o curso da doenca. A configuracdo deste
ensaio consiste em um anticorpo de captura e outro de deteccdo, pode ser um
anticorpo monoclonal especifico ou policlonal. O antigeno da amostra é capturado
por um anticorpo adsorvido na fase sélida, e a sua presenca é revelada por um
segundo anticorpo que pode ser marcado por radiois6topo ou enzima. Se o
anticorpo usado para deteccdo nao for conjugado, entdo um conjugado anti-

espécie, monoclonal ou policlonal é utilizado (GORHAN et al.,2004).
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3.2.2 Deteccao de Anticorpos

3.2.2.1.ELISA indireto

O substrato sélido é sensibilizado com antigeno para o qual se busca avaliar
a resposta imune humoral (anticorpos) induzida por agente infeccioso ou vacinal.
Um segundo anticorpo, monoclonal ou policlonal associado a uma enzima e dirigido
a um isotipo, é utilizado para deteccdo. Em certas circunstancias, a subclasse ou o
alotipo predominante na resposta imune merece ser conhecido, restringindo-se o

conjugado a anticorpos monoclonais.

3.2.2.2 Imunoensaio Competitivo

Este teste tem substituido o ELISA indireto na discriminacdo e vigilancia
soro-epidemioldgica. Neste teste, soros de diferentes espécies podem ser avaliados
sem a necessidade de um conjugado espécie-especifico. Neste procedimento,
antigenos pouco purificados podem ser utilizados desde que o anticorpo de
deteccdo tenha especificidade desejada. O principio deste ensaio para detec¢éo de
anticorpos é a competicdo entre o0 soro teste e o anti-soro de detecc¢do. A ligacao
especifica do anticorpo de detec¢do € revelada pelo uso de conjugados antigeno
especifico, monoclonal ou policlonal. A reducdo na coloracdo obtida se deve a
ligacdo de anticorpos de soro teste, os quais impedem a ligagdo do anticorpo de
deteccao (GORHAN et al.,2004).
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4 OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Desenvolver reagentes para uso diagnéstico e para fins académicos,
aplicaveis ao estudo de agentes infecciosos e parasitarios que comprometem a
saude dos rebanhos e/ou que trazem consequéncias a saude humana.
4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Criar competéncias na producao de anticorpos monoclonais;

4.2.2. Produzir conjugados anti-espécie com base em anticorpos monoclonais para

uso em testes imunoenzimaticos e de imunofluorescéncia;

4.2.3. Produzir kits de diagnéstico comercializaveis com qualidade minima, capazes
de assegurar sensibilidade e especificidade com custo de producdo que estimule o
seu uso em diagnésticos como instrumento de conhecimento de realidades da

saude animal.
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FIGURA 9 - Fluxograma das etapas de produc¢do e caracterizacdo de anticorpos monoclonais para a

producdo do conjugado antifragmento Fc de IgG de bovino (continuagéo)

5.1 SORO SANGUINEO

Soro sanguineo foi obtido por puncéo da veia jugular de bovino do Hospital

Veterinario da Universidade Federal do Parana e de amostras remetidas para
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exame ao Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti. Destes soros foi feito um pool, no
qual foram verificadas a limpedez, a auséncia de hemdlise e, posteriormente, 0 soro
foi submetido a centrifugacdo a 14.800g por 30 minutos em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi colhido, as amostras separadas para imunodifusdao e

eletroforese e o restante armazenado a -20 °C até o momento do uso.

5.2 REMOCAO DE LIPOPROTEINAS DO SORO

Este procedimento € recomendado para se obter maior durabilidade das
colunas de cromatografia. Foram analisados dois procedimentos. O primeiro foi
designado 1, quando do uso de PVP (Polivinilpirrolidona) a 3% (anexo 4) do volume
de soro adicionado gradativamente sob agitacdo, a temperatura de 4 °C, por 4
horas. Ao término, o soro foi centrifugado a 14.800g por 30 minutos, em
temperatura de 4°C. O sobrenadante colhido e conservado a 4°C para etapas
subsequentes. No desenvolvimento do trabalho foi utilizado o procedimento
designado 2, face a citacao feita pelo fabricante das colunas de cromatografia de
ser este o procedimento de primeira escolha. Para tanto, utilizou-se solucdo de
Dextran Sulfato 5% (anexo 5) na proporc¢ao 0,25% (1,25 mL para cada 25 mL de
soro) adicionado gota a gota sob agitacdo, seguido de repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente, com agitacbes a cada 10 minutos. Na sequéncia, foi
adicionada uma solucéo de Cloreto de Calcio 11,1% (anexo 6), na propor¢ao de 1%
(2,25 mL para cada 25 mL de soro), gota a gota em agitacdo. Ao fim desta etapa,
colocou-se a suspensao em banho de gelo em repouso por 30 minutos. Apés esta
etapa, o soro foi centrifugado a 14.800g por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi
colhido, e foram separadas amostras para imunodifusédo e eletroforese. O restante

conservado a 4°C, como na etapa anterior.
5.3. PRECIPITACAO DE IMUNOGLOBULINAS
Conferida a quantidade do soro pré-preparado, seu volume foi duplicado com

Tampao PBS (salina fosfato tamponado), (anexo 8). Ao volume final, soro mais

PBS, foi adicionada a mesma quantidade de solucdo de sulfato de aménio saturada
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(anexo 1) gota a gota, sob agitacdo em temperatura ambiente, precipitando todas
as classes de imunoglobulinas com 50% da concentracdo final. A suspenséao foi
homogeneizada, durante 30 minutos em agitador magnético, logo apés foi
centrifugada a 14.800g durante 30 minutos a 4 °C. O precipitado foi recuperado e

ressuspendido em PBS ao volume original do soro.

5.3.1. Precipitacdo das Imunoglobulinas G

Nesta etapa, adicionou-se a solucdo de sulfato de amoénio saturada para
atingir a concentracao final de 33% de saturacdo visando a precipitacdo apenas das
IgGs. Este percentual de saturacao foi calculado sobre o volume da suspenséo de
imunoglobulinas, conforme protocolo do item acima. Seguiu-se a agitacao por 30
minutos a temperatura de 4°C, e em seguida, centrifugacdo a 14.800 g por 30
minutos. Conservado o sobrenadante a temperatura de 2°C a 8°C, o precipitado
(IgG) foi ressuspendido em 5 mL de PBS e colocado em didlise contra PBS por 72

horas, com trocas a cada 12 horas a temperatura de 4°C.

5.4. DIALISE

Processo para separar um coléide de um soluto molecular ou idnico por meio
de membrana permeavel apenas ao soluto. Em nosso trabalho utilizou-se uma
membrana que permite um limite de exclusdo de 12 kDa para retencdo da proteina
e liberacdo do sulfato de amoénio. As dialises foram feitas durante 3 dias em um
frasco com 2 litros de PBS, com trocas a cada 12 horas. Ap0Os esta etapa, as
imunoglobulinas G foram centrifugadas a 3.700g durante 15 minutos para remover
as impurezas. Das solucdes de IgG dialisadas foram separadas amostras para
dosagem de proteina, imunodifuséo e eletroforese. O restante foi conservado a -80
°C.

5.5. QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS

Foi usado o método fisico de absorcdo de ondas ultra-violeta. O equipamento

utilizado foi Espectrofotbmetro Metrolab 1700, onde as leituras de absorvancia
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foram realizadas por deteccdo com raios U.V., em comprimento de ondas de 260
nm e 280 nm. Obedeceu-se a formula a seguir:
Y= (1,55 x leitura 280nm) - (0,76 x leitura 260nm)

Y x dilui¢éo utilizada = resultado (concentracéo de proteina em mg/mL)

5.6. PURIFICACAO DE IgG

Foram utilizadas colunas de cromatografia por afinidade hitrap G HT
(sensibilizada com proteina G de Staphylococcus aureus), marca Amershan (anexo
20). A primeira etapa consistiu em equilibrar a coluna com 10 volumes de tampéao
de adsorcédo (20 mM de fosfato de sddio, pH 7,0) (anexo 20A). A seguir foi aplicado
a amostra no volume de 1 mL . Na seqiéncia, a coluna foi lavada com 10 volumes
do tampéo de adsorcdo até ndo detectar proteinas adsorvidas com a U.V. 280 nm.
O material foi eluido pela aplicacdo de 5 volumes da coluna do tampéo de eluicao
(0,1M de glicina-HCI, pH 2,7), (anexo 20B). As fracdes de 1 mL cada foram
submetidas ao teste de acido tricloroacético 10% (anexo 23) e aguelas com maior
concentragdo de proteinas foram separadas. A cada fragdo foram adicionados 100
uL do tampéo de neutralizacdo (1M de TRIS-HCI, pH 9,0) (anexo 20C). As colunas
foram lavadas com 10 volumes de tampé&o de adsorgcéo e conservadas com etanol a

20% (anexo 24) e a 4 °C (FIGURA 10).
‘l’/ -
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FIGURA 10 - Purificac@o de imunoglobulina G em coluna de cromatografia por afinidade. FONTE: O
Autor
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5.7. PRECIPITACAO DA IgG BOVINA COM ACIDO TRICLOROACETICO - TCA

Para verificacdo da presenca de proteinas durante o processo de purificacédo
foram coletadas amostras de 1 mL de IgG bovina purificada e distribuidas em
placas de 96 pocos, fundo plano, na quantidade de 50 pL por poco. Acido
tricloroacético a 10% (TCA) (anexo 23), também na quantidade de 50 pL, foi
adicionado a cada poco. Das fracbes com maior turbidez, uma amostra foi colhida e
diluida 1:20 para quantificacdo por fotometria, conforme escrito acima. Amostras

para teste por eletroforese e imunodifusdo também foram conservadas.

5.8. CAMUNDONGOS

Foram utilizados para as imunizacdes animais da linhagem Balb-c (Suiss) de
colonia Inbread (SPF),fémeas com 28 dias.

5.8.1. Protocolo de Imunizacées de camundongos

Na primeira dose, cada camundongo foi imunizado com 50 ug de proteina e
50% de adjuvante de Freund completo em volume final de 100 pL. A emulsao,
antigeno mais adjuvante, foi homogeneizada até ndao haver mais formacédo de
goticulas de agua, quando em repouso, ou até que uma gota ndo se dissolvesse na
superficie da agua de um recipiente. As emulsdes contendo IgG bovina foram
inoculadas em lotes de 10 camundongos, via intraperitonial. A segunda e a terceira
doses foram realizadas com intervalos de 15 dias e foi procedido como na primeira
etapa. Apenas o adjuvante foi substituido por Freund incompleto. Ao término das
imuniza¢des de um camundongo de cada lote, foi coletado sangue total por puncao
cardiaca para obtencdo de soro positivo a ser usado na avaliacdo da imunidade
humoral por imunodifusdo. Todos os camundongos foram mantidos em observacao

constante durante o cumprimento do protocolo de imunizacdes.
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5.9. AVALIACAO DA IMUNIDADE HUMORAL PARA 1gG POR IMUNODIFUSAO

Foram utilizadas placas de 6 cm de diametro contendo 7 mL de gel de agar
(anexo 10). Os pocos foram perfurados com um molde que dispbe de um poco
central e 2 pogos periféricos alinhados. O didmetro de cada poco e a distancia entre
0s pocos € de 3 e 4 mm, respectivamente (FIGURA 11) . Ao poco central foram
adicionados 25 pL de IgG bovina purificada. Nos pocos periféricos, de forma
alternada, foram colocados 25 pL de soro de camundongo imunizados com IgG
bovina e soro de animais ndo imunizados. As placas foram incubadas em camara
Uumida a 28°C por 48 horas. A leitura e a interpretacdo obedeceram ao critério de
linhas de precipitacdo entre IgG bovina purificada e o soro do camundongo
imunizado e, ainda a auséncia destas entre os pocos IgG bovina e o soro do animal

nao imunizado.

Imunodifusdo em Gel
SP

19G

SP

FIGURA 11 — Diagrama do teste de imunodifusdo em gel. SP - soro positivo de camundongo anti

IgG bovino; 1gG - Imunoglobulina purificada de bovino. FONTE: O Autor

Amostra Positiva: formacdo de linha de precipitacdo nitida entre os pocos que

contém o anticorpo anti IgG bovino e o antigeno IgG bovino purificada.

5.10. CULTIVO DE MIELOMAS

Utilizaram-se células SP2-O/Ag 14 e meio de cultura RPMI contendo 10% de
SFB (soro fetal bovino) (anexo 12), Gentamicina 40ug/mL, Anfotericina B 2,5 pg/mL
e 8- Azaguanina 0,1mg/mL (anexo 13). As células foram mantidas em estufa a 37°C
e 5% de CO; (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - Cultivo da linhagem de células SP2-O/Agl4. FONTE: O Autor

5.11. MACROFAGOS PERITONIAIS

Com 24 horas de antecedéncia da fusdo, foram sacrificados cinco
camundongos para lavagem peritonial com solugcédo de sacarose 0,34 M (anexo 11),
a fim de manter a isotonicidade. Em cabine de seguranca bioldgica,
assepticamente, foi aberta a pele do abdémen dos camundongos sem perfurar a
membrana peritonial. Foram inoculados 5 mL de solucdo de sacarose,. Os
peritbnios foram massageados para liberacdo dos macrofagos e a solugéo
inoculada foi retirada. A suspensao de células foi centrifugada a 800g durante 15
minutos a 4 °C, o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspendido em 10
mL de meio de cultura RPMI. Uma amostra da suspensao de macréfagos foi diluida
1:20 e contada em camara de Neubauer para obtencdo de aproximadamente 5x10°
células/ mL. A suspensao de macréfagos foi distribuida na quantidade de 100uL
/pocgo, em cinco microplacas de fundo plano, incubadas a 37°C em estufa de CO,
durante 24 horas (FIGURA 13).



FIGURA 13 - Cultivo de macrdfagos peritoniais de camundongo normal. FONTE: O Autor

5.12. OBTENGCAO DE LINFOCITOS DO BACO DOS ANIMAIS IMUNIZADOS

Os animais foram sacrificados por inalacdo de éter etilico. Realizada a
assepsia com alcool 70 GL, o baco foi extraido por processo cirdrgico em capela
biolégica tipo Il. O baco coletado foi colocado em placa de Petri com 5 mL de meio
de cultura RPMI sem soro fetal (anexo 12). Com bisturi estéril, o bago foi
desintegrado em minusculos pedagos e triturado em gral com pistilo estéril sobre
uma peneira de metal de malha fina. Os linf6citos liberados foram transferidos para
um tubo de centrifuga com o mesmo meio de cultura e deixados em repouso
aproximadamente 2 minutos, havendo precipitacdo dos blocos maiores de tecido do
baco. O sobrenadante foi colocado em novo tubo de centrifuga, centrifugado a 800g
durante 10 minutos a 4°C. Separado o precipitado contendo os linfocitos, o
sobrenadante foi ressuspendido em 10 mL de meio de cultura RPMI sem soro fetal
bovino (anexo 12). As células foram contadas em camara de Neubauer, obtendo-se

uma fragdo de aproximadamente 10%/mL de linfécitos (esplendcitos).
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5.13. FUSAO

A suspensdo de 10%mL de linfécitos foi adicionada a uma suspens&o
contendo 10°/mL de mieloma SP2-0, mantendo-se uma propor¢do de 10:1. A
suspensao linfécitos-mieloma foi centrifugada a 800g por 10 minutos. Apds isso, 0
sobrenadante foi removido e o precipitado dissolvido com suaves batidas a méo.
Em continuidade, adicionou-se 1 mL de PEG 6000 (anexo 16) previamente
aquecido a 37°C, gota a gota, agitando sempre com movimentos suaves e rotativos
por 1 minuto. Foi adicionado, em seguida, 1 mL de meio de cultivo RPMI sem soro
fetal bovino (anexo 12), por mais um minuto, e, apés, 2 mL em 1 minuto, totalizando
3 mL de meio de cultivo de células, sem soro a 37°C. Outros 7 mL de meio foram
acrescidos em 2 minutos, mantendo a homogeneizacdo suave durante mais 2
minutos. Finalmente, outros 10 mL de meio foram adicionados, totalizando um
volume final de 20 mL. A suspenséo de células fusionadas foi centrifugada a 400g
durante 5 minutos, desprezando o sobrenadante e ressuspendendo as células
fusionadas em 52 mL de meio de cultivo HAT (anexo 18). Uma suspensédo de
100 pL de células foi distribuida por poco em 5 microplacas de fundo plano, as
quais foram previamente preparadas com uma cultura de macréfagos e incubadas a
37°C em estufa com 5% de CO, As placas foram observadas diariamente em
microscopio invertido, substituindo-se 50% do meio de cultura até o 5° dia, quando
foi possivel observar a formacdo das primeiras coldnias de hibridomas. A partir
deste estagio as trocas de meio aconteceram a cada 48 horas até uma confluéncia
celular de aproximadamente 70 a 80%.

5.14. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS POR ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay)

Utilizou-se o método indireto, para detectar anticorpos monoclonais anti IgG
em meio de cultura de hibridomas. A suspenséao foi ajustada a uma concentracao
de 1mg/mL, da qual 10 pL de IgG bovina purificada foram adicionados a 1000 pL de
tampdo de adsorcdo (anexo 9B). Esta concentracdo final € de aproximadamente

500ng de proteinas/50 uL, adicionada a cada po¢o de cada uma das 5 placas de



36

96 pocos incubadas a 4°C, por uma noite. As placas foram lavadas 5 vezes com
200 pL de tampéao de lavagem (anexo 9H) e, a seguir, foram adicionados 50 pL de
tampéo de bloqueio (anexo 9C). ApOs a incubacdo e lavagem, foram adicionados
50 pL de sobrenadante dos hibridomas diluidos 1:2 em tampé&o bloqueio. As placas
foram incubadas a 37°C por 90 minutos. Na sequéncia, foram lavadas como acima
e 50 uL de conjugado anti IgG de camundongo com peroxidase, diluido 1:3.200,
foram adicionados a cada pogo e incubados a 37°C por 90 minutos. Seguiu-se a
lavagem padrédo e posterior adicdo de 50uL do substrato/cromégeno (anexo 9F).
Apés 15 minutos a reacao foi paralisada pela adicdo de 50uL de &cido sulfdrico 1M
(anexo 9l). As placas foram lidas em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 490 nm. Os pogos H9; H10 e H11; H12 foram utilizados para os controles
negativos e positivos (soro hiperimune), respectivamente. Uma titulacdo de
antigenos e conjugados foi realizada previamente ao teste, diluindo-se o antigeno
(IgG) de uma concentracao inicial de 2 mg/ 50uL, coluna 1, com diluicdes de base 2
até a coluna 11. O conjugado foi diluido a partir de 1:400, fileira A, até a fileira H,
diluigcbes de base 2.(FIGURAS 14 e 15).

L L L
A e s e
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FIGURA 14 - Titulagéo do antigeno 1gG bovina e do conjugado (comercial) por ELISA. Fonte: O
Autor
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Amarelos
Hibridomas

CP

FIGURA 15 — ELISA indireto para a sele¢éo de hibridomas produtores de anticorpos anti IgG bovina
(Hibridomas produtores de AcMc estdo nos pogos corados em amarelo). Linhas H

colunas 11 e 12 sd&o controle positivo. FONTE: O Autor

5.15. CLONAGEM DOS HIBRIDOMAS

Preparou-se uma suspensdo de 50 células hibridas em 20 mL de meio
RPMI/OPI (anexos 12 e 29), distribuindo-se 200 pL por pogo em microplaca de 96
pocos (estatisticamente menos de uma célula por poco). A microplaca foi colocada
em estufa de CO, a 37°C por 10 dias. O sobrenadante dos pocos com colonias foi

testado por ELISA e os clones positivos foram expandidos posteriormente.

5.16. EXPANSAO DO HIBRIDOMA

Foram realizados sucessivos repiques para microplacas de 24 pogos, e 6
pocos, depois expandidos para garrafas T25, T75 e T150.

Apbs o cultivo dos hibridomas em garrafas, verificou-se através do teste de
ELISA indireto se estes eram produtores de imunoglobulinas anti IgG bovina. Apo6s
a constatacdo e o acompanhamento da formacdo das colbnias de hibridomas
produtores de imunoglobulinas anti IgG bovina, foram feitas diluicbes de 1:2 até
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1:10 ou mais, com objetivo de isolar apenas um hibridoma por pogo, o qual seria 0
clone selecionado. Apds a obtencdo do clone, este foi repicado em meio de cultura
RPMI com 20% de SFB (anexo 12), visando amplia-lo por meio de repiques para
microplacas com 24 poc¢os, e 6 pocos, depois garrafas T25, T75 e T150. Os clones

foram analisados por imunodifusdo em gel de agarose, ELISA e Western Blot.

5.17. FRACIONAMENTO DAS IMUNOGLOBULINAS

As IgGs bovinas precipitadas a concentracao de 33% com solucdo de sulfato
de amoénio saturada foram dialisadas e submetidas a um tratamento enzimatico com
papaina (anexo 25) para digestdo e, consequentemente, o fracionamento dos
fragmentos Fab e Fc das moléculas de imunoglobulina. Foi preparada uma solucéo
de imunoglobulinas com aproximadamente 5 mg/mL de uma solugdo de acetato de
sédio a 10 mM, pH 5,5. A seguir, adicionou-se 1/20 do volume original de uma
solucéo estoque de cisteina 1M e 1/20 da solucdo estoque de EDTA 20 mM. A cada
mg de anticorpo foram adicionados 10 mg de papaina. A solucdo foi incubada a
37°C, em banho-maria, durante 16 horas. Ap6s o término da incubacdao,
iodocetamida foi adicionada a uma concentracdo final de 75 mM e incubada
novamente por 30 minutos em temperatura ambiente (HARLOW et al.,1988).

Com os fragmentos obtidos foram realizadas corridas eletroforéticas em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. As bandas obtidas no gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose em teste de Western Blot e testadas frente a anticorpos
de camundongos para confirmar a separagcdo do fragmento Fc de IgG bovino do
fragmento Fab e também a sua especificidade anti Fc (fragmento cristalizavel). Os
clones secretores de imunoglobulinas anti Fc bovino serdo utilizados na producéo

de insumos para diagnéstico de doencas bovinas. (FIGURA 16).
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R

Fc

Fab

FIGURA 16 — Fragmentacéo de 1gG. 1) Fab: Ligagc&o Ag; Valéncia = 1; Especificidade determinada

pela Vy e Vi ; 2) Fc: FungBes Efetoras. Fonte: www.southcarolinauniversity.

5.18 ISOTIPAGEM DE ANTICORPOS MONOCLONAIS POR IMUNODIFUSAO

Para a isotipagem foi aplicada a técnica de imunodifusdo em gel seguindo o
protocolo anteriormente descrito. Foram adicionados 25 pL de soro de camundongo
anti 1IgG ou IgM bovino a fim de determinar a classe, subclasse ou cadeia leve do
fragmento em cada poco da periferia do anel na lamina. Foram adicionados 25 pL
do sobrenadante da cultura de tecido no poc¢o situado no meio da lamina. A placa

foi incubada em camara Umida por uma noite em temperatura de 22 °C.

5.19. CARACTERIZACAO DE IgG BOVINA POR SDS-PAGE E WESTERN
BLOT

Amostras de soro fetal bovino, IgG pré-purificadas ( 33%) e purificadas,
foram submetidas a eletroforese de SDS-PAGE (MARTINEZ et al., 2003) e

Western Blot, seguindo o protocolo descrito. Amostras tiveram a concentracao de
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proteinas inicialmente ajustada de forma a ter 150 ug em 25 pL, ou seja, 6 mg/mL
de tampé&o de amostra (anexo 2E). Foram fervidas por 5 minutos e aplicadas ao gel.
No gel também foram aplicados os marcadores de massa molecular Bench Marck e
Magic Marck, marca Amershan, com proteinas com massa molecular de 20 a 220
KDa, sem serem fervidos.

Para o SDS-PAGE, foi utilizado procedimento padrdo, com sistema continuo e
concentracdo acrilamida bis-acrilamida de 10% (anexo 2A) e o gel concentrador
5%. O tampao de corrida utilizado foi tris-glicina (anexo 2F) e a migracéo ocorreu a
70 V por 90 minutos. Ao término, o gel foi corado com coomassie blue R250 (anexo
2C) por 60 minutos e descorado (anexo 2D) por 60 minutos.

As proteinas do gel foram transferidas para a membrana de nitrocelulose
aplicando-se 20 a 30 V, durante a noite, a 4°C. As membranas foram removidas e
coradas com ponceau S (anexo 3B) por 5 minutos, e lavadas com agua ultra-pura
para remover o excesso de corante. Na etapa subsequente, as membranas foram
blogueadas (anexo 3E) sob agitacdo por 90 minutos. O anticorpo monoclonal anti
IgG bovina foi diluido 1:50, adicionado as fitas de nitrocelulose e incubado por 90
minutos a 37°C. As membranas foram lavadas 5 vezes com tampao de lavagem
(anexo 3E). O conjugado anti Fc de IgG de camundongo foi adicionado na diluigéo
de 1:1000 e incubado por 90 minutos a 37°C. As membranas foram lavadas 5 vezes
com tampdao de lavagem, e o cromégeno 4-cloro-1-naftol e o substrato (anexo 3D)

foram adicionados e permaneceram por 15 minutos (FIGURA 17).
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FIGURA 17 -Etapas do Western Blot. FONTE: Konrad Bishop, BSE
Inquiry, London,2000.

Os resultados foram interpretados pela comparacdo entre as bandas

marcador com as bandas das amostras testes.
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5.20. CONJUGACAO DO ANTICORPO MONOCLONAL COM FITC PARA
TESTES DE IMUNOFLUOSCENCIA INDIRETA - IFI

Anticorpo monoclonal, previamente testado e reagente com cadeia pesada
de IgG bovina, foi extraido do meio de cultura de hibridomas. Primeiramente o meio
foi clarificado por centrifugagéo a 3.700 g, por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante
teve o volume medido, ao qual se adicionou solugéo de sulfato de amonio saturada
(anexo 1) a uma concentracao final de 33%. Soluto e solvente permaneceram em
agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esta etapa, o material foi
submetido a centrifugacdo a 14.400 g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado ressuspendido em 5 mL de PBS, dialisado em PBS
(anexo 8) por 72 horas com trocas a cada 12 horas. A seguir, as imunoglobulinas
foram centrifugadas a 1.330 g, por 10 minutos a 4 °C. A concentracdo de proteinas
foi determinada por espectrofotometria (Aparelho Spectro UV 2000 - Metrolab).

Em Erlenmayer sob agitacdo, adicionou-se o isotiocianato de fluoresceina
dissolvido em tampdo carbonato (anexo 9A) a solucdo de imunoglobulinas na
proporcao de 1,6 pug para cada 1 mg, respectivamente, permanecendo em agitacéo
por 2 horas a temperatura ambiente. Sephadex G 25, apo6s a hidratagcdo em agua
purificada por 4 horas, foi lavado 5 vezes em salina borato (anexo 26) e transferido
para coluna de filtracdo em gel, obtendo-se um volume final que obedeceu a
proporcao de 20 mL de gel para 1 mL de conjugado. A frac&o inicial (conjugado) foi
eluida por adicdes sucessivas de salina borato. Uma vez purificado, o conjugado foi
dialisado em salina borato por 48 horas. Removido da didlise, foi centrifugado a
1.330 g, por 10 minutos a 4 °C. A razéo de fluorocromo-proteina foi estabelecida e o
conjugado foi aliquotado e armazenado a -20°C(HARLOW & LANE,1988) (FIGURA
18).



FIGURA 18 - Coluna de cromatografia por filtracdo em gel utilizada para a purificagdo do conjugado
FITC. FONTE: O Autor

5.20.1.Caracterizacao de Virus e/ou Anticorpo por Imunofluorescéncia (IFl)

Células MBDK (Madin Darby Bovine Kidney) foram tripsinizadas (anexo 27A),
e de uma suspensao contendo 2,5 X10* células por ml, 100 uL foram adicionados a
cada poco de uma placa de 96 pocos. Vinte e quatro horas apos, uma diluicdo do
BHV-1 (Herpes Virus Bovino 1) de 10 foi adicionada a cada poco na quantidade
de 100 pL, restando como controle os pogcos da coluna 12 A a 12 H. As placas
foram incubadas a 37 °C por 90 minutos em estufa com 5% de CO,. O inéculo foi
removido e foram acrescentados 100 puL de meio de crescimento F10/199 com 10%
de Soro Fetal Bovino (anexo 27B). Aproximadamente 24 horas depois, 0 meio de
cultura foi recolhido e uma lavagem com 100 puL de PBS por poco foi efetuada. Trés
diferentes fixadores foram utilizados: Acetona 70% (anexo 27C), Acetona-Metanol



50:50 (anexo 27D) e Formaldeido a 2% (anexo 27E) em PBS. Soro bovino positivo
para BHV-1, com titulo em soroneutralizacédo de 1:128 foi diluido 1:10 e adicionado
a cada poco na quantidade de 100 uL, a placa foi incubada por 90 minutos a 37 °C.
O conjugado foi removido, trés lavagens de PBS executadas e 100 uL de glicerol
tamponado (anexo 27F) foram colocados em cada poco. As placas foram lidas em
microscopia de fluorescéncia invertida com U.V. (FIGURA 19)

FIGURA 19 - Teste do conjugado-FITC anti Fc de IgG bovina em imunofluorescéncia indireta para o
herpesvirus bovino 1. FONTE: O Autor

5.20.2 Caracterizacao de Bactéria e/ou Anticorpo por Imunofluorescéncia (IFI)

A cepa utilizada foi Brucella abortus 1.119 em uma suspenséao 1:1000 diluida
103, As cinco laminas de imunofluorescéncia foram sensibilizadas com 20pL,
incubadas a 37 °C por 10 minutos para secagem. Depois foram adicionados 15 pL
da suspensdo de B. abortus com hemacias de carneiro a 10 % (anexo 28A)
diluidas 1:32. Novamente as laminas foram incubadas a 37 °C e, 30 minutos apds a
sua secagem, elas foram fixadas, mergulhadas em Acetona-Metanol 50:50 (anexo

27D) durante 30 minutos a temperatura de — 20 °C. Para o teste foram adicionados
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as laminas 20 pL de soro positivo liofilizado reconstituido e diluido 1:20 (IgG e IgM
de B. abortus L.001/03, titulo 1:200), e 20 yL soro negativo também diluido 1:20. As
laminas foram incubadas 30 minutos a 37 °C em camara umida, lavadas duas vezes
com PBS com agitacdo mecanica suave e novamente secadas a 37°C. O
conjugado foi diluido 1:32 em PBS, foram adicionados 20 pL em cada poc¢o e as
laminas incubadas por 30 minutos a 37 °C. O conjugado foi removido, por trés
lavagens, duas em PBS e uma terceira em agua purificada. As laminas foram secas
a 37°C por 30 minutos e 20 uL de glicerol tamponado (anexo 27F) foram colocados
em cada poco. As placas foram lidas em microscopia de epifluorescéncia com U.V.
(FIGURA 20 e 21).

FIGURA 20 - Teste do conjugado-FITC anti Fc de IgG bovina em imunofluorescéncia indireta para o
Brucella abortus. FONTE: O Autor
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FIGURA 21 - Teste do conjugado-FITC anti Fc de IgG bovina em imunofluorescéncia indireta para o

Brucella abortus (ap0s a clarificagdo) FONTE: O Autor

5.20.3 Caracterizacéo de Parasita e/ou Anticorpo por Imunofluorescéncia (IFI)

Fragmentos de metacestdodeo de Taenia saginata, aproximadamente 100 a
150 por campo, foram adsorvidos e fixados a lamina, em acetona-metanol (1:1).
Apés isso, soros de bovino a testar, controle positivo e negativo diluidos 1:20 e
1:40, foram adicionados a amostra e incubados a 37°C por 30 minutos. Decorrido
este tempo, trés lavagens sucessivas com PBS foram executadas. Conjugado anti
Fc de IgG bovina foi adicionado de 1:160, incubado a 37°C por 30 minutos. Ao
término desta incubacdo as laminas foram lavadas em PBS, como antes

mencionado, e montadas com glicerina tamponada e laminula (FIGURA 36).
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5.21. CONJUGACAO DO ANTICORPO MONOCLONAL COM A PEROXIDASE
PARA TESTE DE ELISA INDIRETO

Foi dissolvida a enzima HORSERADISH PEROXIDASE (HRPO- Sigma Tipo
VI, RZ=3) (anexo 22F) em 1 mL de solucdo de bicarbonato de sddio 0,3 M (anexo
22A), obedecendo a relacdo mg/mL contida na folha de dados da HRPO. Logo apés
foi adicionado 0,1 mL de uma solucdo de 1% (v/v) de fluorodinitrobenzidine em
etanol absoluto (anexo 22B), misturados por 90 minutos, com agitacdo suave a
cada 10 minutos. Foi acrescentado a esta mistura 1,0 mL de periodato de sédio
0,08M (anexo 22C), agitado suavemente por 30 minutos em temperatura ambiente
com agitacao a cada 5 minutos. Depois foi adicionado 1,0 mL de etilenoglicol 0,16
M (etanodiol) (anexo 22D), misturado gentilmente por 90 minutos como no item
acima. A solucgéo foi colocada em didlise em tampao carbonato/bicarbonato 0,01M
(anexo 22E) a 4 °C com 3 trocas a cada 12 horas. Adicionadas as imunoglobulinas
dialisadas a uma razdo de 5 mg para 1,33 mg da enzima ativada (se necessario,
adicionar mais enzima ativada), sdo misturadas e deixadas em repouso, em
temperatura ambiente, por 3 horas ou durante a noite. Depois foi adicionado 1 mg
de borohidrato de sodio (anexo 22G) recémpreparado para cada mg de enzima
utilizada (NAKANE et al., 1974). A suspensao de conjugado foi dialisado em PBS
para remoc¢ao de produtos quimicos. Opcionalmente poderiam ser separadas em
colunas utilizando Sephadex G 100 ou G 200.

ApOs a conjugacgdo com Peroxidase, foi realizada uma titulacdo do conjugado
em ELISA direto. O conjugado foi diluido com base 2 a partir de 1:100. Utilizou-se
como antigeno IgG bovina para sensibilizacdo das placas com diluicdo fixa
contendo 500 ng por poc¢o, em tampao Carbonato-bicarbonato colocadas por uma
noite a 4°C. No dia seguinte, estas placas foram lavadas 5 vezes com tampé&o de
lavagem (anexo 9H), A seguir foram adicionados 50 pL do tampéo de bloqueio
(anexo 9C). Apé6s lavagem, 50 L do conjugado anti IgG bovino foram adicionados
no poco 1A na diluicdo de 1:100 diluido sucessivamente até 1:12.800. A placa foi
incubada durante 90 minutos. Seguiram-se as lavagens e depois foram adicionados
50 uL do substrato/cromégeno (anexo 9F). A placa foi incubada em camara escura
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durante 15 minutos e posteriormente foram adicionados 50 pL de solucao de acido
sulfdrico 1M (anexo 9l).

5.21.1 Caracterizacao de Parasita e/ou Anticorpo por ELISA indireto para deteccao

do Metacestédeo de Taenia saginata

Placas de ELISA foram sensibilizadas com 1000 ng/poco de proteinas do
Metacestodeo de Taenia saginata. Removido o tampdo de adsorcdo, quatro
lavagens com tampao préprio, foram executadas com 200uL por pocgo. Apos isso,
100 pL de soro bovino a testar, soro positivo e soro negativo diluido 1:100 foram
adicionados e incubados a 37°C por 60 minutos. Um novo ciclo de lavagens como o
precedente foi realizado. Na sequéncia, 100 uL de conjugado anti Fc de 1gG bovino,
diluido 1:1.600, foi acrescido a cada poco . Uma segunda incubacéo a 37°C por 60
minutos foi executada. As placas foram lavadas como antes e 100 pL de
substrato/cromégeno foram adicionados. Apés incubacdo de 15 minutos, 100 pL de
acido sulfurico 1M foram adicionado a cada poco para paralisar a reacdo. As placas
foram lidas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 490nm (FIGURA
33).
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6. RESULTADOS

No desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados aproximadamente 100
mL de soro total de bovino em 4 lotes de 20 mL. Apés a remocao das lipoproteinas,
com precipitacdo das imunoglobulinas, foram obtidos aproximadamente 20 mL de
IlgG bovinas, as quais foram dialisadas e quantificadas. Aliado a isso, foram
utilizados os dados referentes a IgG, dos quais foram obtidos as dosagens
mostradas nos QUADRO 5 e QUADRO 6.

QUADRO 5 CONCENTRACAO DE PROTEINAS OBTIDAS APOS
PRECIPITACAO COM SOLUCAO DE SULFATO DE AMONIO

SATURADA (33%)
Proteinas Lotel Lote2 Lote3 Lote4
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
IgG 81,2 86,8 142.4 142,96

FONTE: O Autor.

QUADRO 6 CONCENTRACAO DE PROTEINAS OBTIDAS APOS PURIFICACAO

EM COLUNA HITRAP G

Proteinas Lotel Lote2 Lote3 Loted
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
19G 2,46 3,62 2,24 2,54

FONTE: O Autor.

Para a imunizacdo foram utilizadas 10 fémeas de camundongos, inoculadas
com IgG purificada. Destas, foram utilizadas quatro para a retirada de 4 mL de
sangue total, sendo foi obtido aproximadamente 0,4 mL de soro positivo anti IgG
bovina de cada animal. Os soros foram analisados por imunodifusdo em gel de
agarose, mostrando resposta positiva frente aos antigenos purificados de IgG
bovina (FIGURA 22).
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FIGURA 22 - Teste de imunodifusdo para detec¢éo de anticorpos anti-lgG bovina. SP - Soros
Positivo anti IgG de bovina; IgG - Imunoglobulina purificada de Bovino. FONTE: O

Autor.

Destes mesmos animais, logo apos o sacrificio de 2 deles, foram retirados
cirurgicamente os bacos, que foram triturados. Obteve-se uma contagem de 10%/mL
de linfécitos (esplendcitos) para a fusdo com uma contagem de 10’ /mL de
mielomas pré-cultivados, isto é, uma propor¢cdo de 1 mieloma para 10 linfécitos

(esplendcitos), os quais sofreram fusédo (FIGURA 23).

FIGURA 23 — Aspecto das células fusionadas que sédo os potenciais hibridomas. FONTE: O Autor.
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As células fusionadas foram distribuidas em seis placas, totalizando 576

pocos para formacao e crescimento das colonias dos hibridomas (FIGURA 24).

FIGURA 24 - Formacéo da colbnia de hibridoma apés sete dias de incubagcdo. FONTE: O Autor.

Foram coletados o0s sobrenadantes dos 576 pocos, os quais foram
submetidos a uma avaliagdo por ELISA, a partir da qual obtivemos 125 colbnias
produzindo anticorpos anti IgG bovina. Das 125 colbnias positivas, foram
selecionadas sete com melhores resultados (coloracao visivel). Estas colénias
foram expandidas (FIGURA 25).
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FIGURA 25 - Hibridoma em expansao apds 10 dias de incubacéo e troca de meio. FONTE: O Autor.

O sobrenadante das col6nias expandidas foi submetido a testes de ELISA e
Eletroforese SDS-PAGE para verificacdo da producdo de anticorpos anti IgG
bovina. Nesta producdo foram confirmados os resultados conforme descritos a
seguir. Na sequéncia mostramos a selecdo do hibridoma produtor de anticorpos anti
IgG bovina por ELISA (FIGURA 26), gel SDS-PAGE (FIGURA 27) que foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose (Western Blot), em que foram
confirmados os resultados da selecdo de duas colbnias de hibridomas: B3H12 e
B4F11 (FIGURA 28) produtores de anticorpos monoclonais anti IgG bovina
(QUADRO 7).
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B4F11

CP

B3H12
CP

CP

FIGURA 26 — Placas de ELISA indireto com sobrenadante de hibridomas produtores de AcMc anti
IgG bovina em que foram identificados os clones B3H12 E B4F11 (os hibridomas
produtores de AcMc estdo nos pogos corados em amarelo). CP- Controle Positivo, na
linha H, colunas 11 e 12 (duplicata) em todas as placas. FONTE: O Autor.
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FIGURA 27 — GEL de SDS-PAGE a 10 % . 1) IgG bovina purificada; 2) IgG bovina semipurificada
(33% SAS); 3) Soro bovino; 4) Marcador de massa molecular, com obtenc¢éo das
bandas das cadeias pesadas na banda de 50 kDa e das cadeias leves na banda com
25 kDa. FONTE: O Autor.



FIGURA 28 — Confirmacédo da producdo dos anticorpos monoclonais anti IgG bovina B3H12 pela
técnica de Western Blot. 1)Clone B4F11 precipitado com solugao de sulfato de
amonio a 33 % e digerido com papaina; 2) Clone B3H12 precipitado com solugéo
de sulfato de aménio a 33% e digerido com papaina 3) Clone B3H12 precipitado
com solucéo de sulfato de amonio a 33% e néo digerido; 4) Clone B4F11 precipi-
tado com solucéo de sulfato de aménio a 33% e nao digerido; 5) Marcador de

massa molecular Magik Marck (sigma). FONTE: O Autor.

QUADRO 7 - CLONE SELECIONADO PARA PREPARAGCAO DO CONJUGADO

55

25 kDa
Fc

HIBRIDOMAS ELISA WESTERN BLOT
B3H12 Positivo Positivo
B4F11 Positivo Negativo

FONTE: O Autor
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A colbnia de hibridoma selecionada foi a B3H12, por ter respondido
positivamente aos dois testes, mesmo apés a reducdo para a dissociacdo da
proteina com mercaptoetanol. Esta colénia foi expandida e, depois, foram coletados
0s 200 mL de sobrenadante para digestdo com papaina. Uma amostra deixada
durante 4 horas e outra com 16 horas de digestdo, com o propésito de se obter
anticorpos monoclonais anti-fracéo Fc da IgG que pudessem ser submetidos a teste
de eletroforese SDS-PAGE (FIGURA 29).

- '-—-—> 50 KDa
¥

Fc, —»
Fab-Cy—»
Fab-C, - -
— 20KDa
1 2 3 4 5

FIGURA 29 — Gel de SDS-PAGE a 10 % ap0s o fracionamento com papaina. 1) Amostra
fragmentada de C, e Cy Fab e Fc de IgG bovina purificada; 2) IgG bovina purificada;
3) IgG bovina semi purificada; 4) Soro bovino; 5) Marcador de massa molecular.
FONTE: O Autor.

Na reacdo de Western Blot, verificou-se a fracdo Fc da IgG bovina com 50
kDa nas fitas de nitrocelulose em tempos diferentes de digestdo, separada das
fracoes cadeia pesada (CH) e cadeia leve (CL) do fragmento Fab com 25 kDa que
nao foram transferidas para as fitas de nitrocelulose mesmo com um tempo maior

de exposicdo para a transferéncia (FIGURA 30).
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FIGURA 30 - Resultado do teste de Western Blot . 1 e 2) Fragmentos Fc de IgG bovina apds 16

horas de digestdo com papaina; 3) Marcador de massa molecular. FON TE: O Autor.

O sobrenadante, ja analisado, foi precipitado com solu¢do de sulfato de
amoOnio a uma concentracdo final de 33%. O precipitado foi ressuspendido e
realizada a dosagem de proteina por espectrofotometria, a qual revelou conter
67mg de proteina no total, correspondente a 6,0 mg/mL. A suspenséao foi conjugada
com peroxidase e/ou Isotiocianato de Fluoresceina (FITC).

ApOs a conjugacgdo com Peroxidase, foi realizada uma titulagdo do conjugado
preparado por ELISA direto, que foi diluido a partir de 1:100. Utilizou-se como
antigeno IgG bovina com diluicdo fixa contendo 50 ng por poc¢o. Obtivemos
resultado muito bom no poco da diluicdo 1:1.600 para uma producédo experimental.
Para confirmacao da titulagdo do conjugado, foi realizado mais um teste de ELISA
direto com diluicdo seriada com base 2 partindo de 1:100 do conjugado peroxidase
anti fragmento Fc de IgG bovino e do antigeno IgG bovina purificada com diluicdo
fixa contendo 50 ng por poco, obtendo assim um resultado igual ao anterior, bom na
titulacdo de 1:1.600, necessitando de ajustes na concentracao para atingir um titulo
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maior e um polimento evitando a formagédo de backgroud (FIGURAS 31 e 32).
Depois disso, este conjugado foi testado frente a um parasito, metacestédeo de
Taenia saginata causadora da Cisticercose bovina (C.bovis) (FIGURA 33)

1:200 400 800 1.600 3200 6400 12800 1:51200 1:204800

FIGURA 31 - Teste ELISA direto com anticorpo monoclonal anti IgG bovino conjugado com
Peroxidase , titulo 1:1.600 partindo de 1:200 FONTE: O Autor (Foto ampliada).

1:200 1:800 1:3200 1:12800 1:51200 1:204800

1:100

1:400

1:1600

1:6400

FIGURA 32 - Teste do conjugado com peroxidase produzido com AcMc anti-lgG bovino em ELISA
indireto, titulo 1.1.600 partindo de 1:200 FONTE: O Autor.

Soro teste

Soro hiperimune
B,C,DeE2

Soro Controle
Positivo
D,EF,G,eH12

Figura 33 - Resultado do teste do conjugado com peroxidase produzido com AcMc anti-Fc de
IgG bovina ELISA indireto partindo do titulo 1:1.600 com parasito metacetédeo de

Tania saginata (Cistycercose Bovis). FONTE:O Autor.
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Na conjugacgdo com lIsotiocianato de Fluoresceina (FITC), também partiu-se
da mesma suspensdo com 67 mg de proteina, em volume final de 6 mL. Este
conjugado foi titulado com diluicbes de base 2 partindo-se da diluic&o inicial de 1:8
até 1:128, escolhendo-se a diluicdo 1:32 para uso. O conjugado produzido passou
por um polimento, onde foi centrifugado para retirada das impurezas e para
montagem das laminas. Para isso, foi utilizado uma incubagdo com de Azul de
Evans evitando assim um falso positivo. Depois, este conjugado foi testado frente a
um Herpes Virus Bovino - HBV-1(FIGURA 34), uma bactéria, Brucella abortus
(FIGURA 35) e um parasito, metacestédeo de Taenia saginata causadora da
Cisticercose bovina (C.bovis) (FIGURA 36). Em todas as 15 laminas (5 de cada)

preparadas para teste, a fluorescéncia foi nitidamente POSITIVA.

Figura 34 - Resultado do teste de imunofluorescéncia indireta com Herpes Virus Bovino 1(HBV-1)
utilizando o anticorpo monoclonal anti Fc de IgG bovina conjugado a fluoresceina.
FONTE: O Autor.



Figura 35 - Resultado do teste de imunofluorescéncia indireta com Brucella abortus utilizando o

anticorpo monoclonal anti-Fc de 1gG bovina conjugado a fluoresceina.FONTE:O Autor.

Figura 36 - Resultado do teste de imunofluorescéncia indireta com parasito metacetédeo de Tania
saginata utilizando o anticorpo monoclonal anti-Fc de IgG bovina conjugado a
fluoresceina.FONTE:O Autor.

60
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7 DISCUSSAO

Amostras de IgG bovina foram purificadas por cromatografia de afinidade e
guantificadas por espectrofotometria com absorcdo de raios ultravioleta. Foram
obtidas concentracdes que variaram de 2,2 a 3,6 mg/mL. Considerando-se que a
capacidade de retencdo das colunas é fixa (25 mg/mL), que a concentracao de IgG
no bovino gira em torno de 20 mg/mL e que o protocolo seguido foi 0 padrédo em
todos os procedimentos de purificacdo, as variacdes registradas nas concentracoes
podem ser atribuidas a diferentes graus de afinidade da proteina G as diferentes
sub-classes de IgG, ja que os soros utilizados constituiram-se em um agrupamento
de soros procedentes de diferentes animais. A purificacdo foi precedida de uma pré-
purificacdo com solucédo de sulfato de amonio saturado com uma concentrac¢ao final
de 33%, possibilitando uma concentracdo de IgG (mg/mL) bem maior que a
capacidade da coluna.

Amostras obtidas que foram utilizadas nos protocolos de imunizacado foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com redutor, para que cadeias
leves e pesadas fossem separadas e gerassem bandas com massas moleculares
especificas a cada molécula, onde constatou-se a presenca de bandas com massas
moleculares equivalentes de 25 kDa a 50 kDa, condizentes com as cadeias leves e
pesadas respectivamente (HARLOW & LANE, 1988). Foi possivel também avaliar o
grau de pureza das amostras obtidas. Apesar do método de coloracao utilizar como
corante Comassie Blue, o mesmo permitiu a deteccdo de proteinas em
concentracOes de 1,0 a 2,2 pg/mL. N&o se constatou a presenca de bandas extras
aguelas que eram objeto de estudo.

O grau de pureza das amostras tem importancia relativa no processo de
imunizacdo dos animais, pois a partir dos hibridomas gerados pode se separar
agueles que secretam anti IgG bovina. Mas, considerando-se que as IgGs bovinas
usadas para imunizagao seriam as mesmas a serem utilizadas para sensibilizacdo
das placas de ELISA a serem usadas no processo de selecédo de clones anti IgG,
teve-se especial cuidado para que as amostras fossem as mais puras possiveis.

Ao término do protocolo de imuniza¢ges, os camundongos foram avaliados

em sua resposta humoral para IgG bovina, sendo que o método de avaliacao
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escolhido foi o de imunodifusdo em gel de agar. Amostras de soro sangulineo
obtidas por puncdo cardiaca de camundongo foram avaliadas frente a IgG
purificada nos testes de imunodifusdo. Ap6s incubacdo de 48 horas, quando da
interpretacdo dos resultados, constatou-se a presenca de linha de
Imunoprecipitagao entre os soros dos camundongos imunizados e IgG purificadas, e
a auséncia destas com soros de camundongos ndo imunes. Entendeu-se que linhas
de precipitacdo intensa e nitida seriam uma evidéncia convincente de que os bacgos
dos camundongos conteriam gquantidades significativas de clones de linfocitos B
sensibilizados. Uma vez que a imunodifuséo trata-se de uma metodologia altamente
especifica e pouco sensivel, ou seja, somente detecta grandes quantidades de
proteina (3 a 20 pg/mL), nossos trabalhos revelaram linhas de precipitacdo intensa,
0 que seria um indicativo de que os animais estavam prontos para a fusao.

Os soros sanglineos destes animais imunizados foram também utilizados
nos testes de ELISA como controle positivo para discriminacdo de clones
secretores.

Em nosso procedimento de fuséo utilizamos a propor¢éo de 10:1, linfécitos e
mieloma, respectivamente, na quantidade de 10° para o primeiro e 10’ para o
segundo, originando uma populacdo de células de 110 x 10° que foi distribuida em
5 placas com 96 pocos, cada um com aproximadamente 22,9 x 10* células. Uma
placa controle ou parte desta contendo somente o mieloma foi utilizada, e, como
esperado, no sétimo dia apés fusédo todos os mielomas estavam mortos.

Constatou-se a presenca de 125 pocos com colonias de hibridomas que,
quando atingiram 70 a 80 % da superficie do poco, tiveram os seus sobrenadantes
retirados e submetidos ao teste de ELISA para avaliar a secrecao de anticorpos anti
IgG bovina. Sete clones com densidade O6ptica expressiva foram expandidos e
mantidos em nitrogénio liquido.

Para a padronizacao do teste de ELISA, procedeu-se a titulacdo do antigeno,
com diluicdes de base 2 e com concentracgao inicial de 500 ng na primeira fileira. O
conjugado foi diluido também em base 2, partindo-se de uma diluicdo inicial de
1:800, utilizando-se as colunas. Optou-se por uma concentracao de antigenos de 32
ng por poco e conjugado diluido a 1:3.200, o que gerou coloracao imperceptivel a

olho nu para o sobrenadante negativo e densidade éptica compativel com o controle
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positivo em pocos com clones secretores. Utilizaram-se controles negativos e
positivos em todos os testes.

Do conjunto de clones reagentes em ELISA, dois foram selecionados para os
trabalhos de producéo de reagentes para diagnostico, os quais foram denominados
B4F11 e B3H12. A escolha baseou-se em critérios de biologia celular, como
eficiéncia de crescimento das colbnias “in vitro”, tempo de duplicacdo e densidade
Optica obtida nos sobrenadantes. Os anticorpos monoclonais produzidos por estes
clones foram avaliados por imunodifusao para saber se eram precipitantes ou néo.

Experimentos prévios realizados em outros laboratérios com anticorpos
monoclonais anti espécie também nédo se revelaram precipitantes (LETESSON et
al.,1985). A possivel explicacdo reside na massa molecular da molécula alvo, ou
seja, 1gG bovina que possui 190 kDa, e o angulo maior possivel de ser formado
pelas duas cadeias do Fab que nao permitiia a ligacdo de duas moléculas
justapostas.

Sub-classes de IgG bovina tém sido submetidas a digestdo enzimatica,
utilizando-se diferentes enzimas, tais como papaina, pepsina e tripsina. De acordo
com o sitio de clivagem, cinética enzimética e tempo de incubacdo produzem
peptideos com diferentes massas moleculares que atendem ao propésito do
delineamento experimental (BUTLER, 1986). Para nosso interesse em que
pretendiamos saber se nossos anticorpos monoclonais reagiam com cadeias Fab
ou regido Fc da IgG bovina, escolhemos digerir com papaina, ja que esta gera
fragmentos quase idénticos para diferentes sub-classes de IgG. Em primeiro lugar
digerimos por um periodo de quatro horas a 37°C, que gerou fragmentos nao
detectaveis em eletroforese, mas quando este tempo de incubacéo foi elevado para
16 horas em idéntica temperatura, como esperado, a clivagem resultou trés bandas
de aproximadamente 25 kDa. As proteinas do gel, apés a transferéncia para
membrana de nitrocelulose, houve incubagcdo com nossos anticorpos monoclonais e
revelacdo pelo conjugado com peroxidase e substrato,0 que tornou possivel
detectar a ligagcdo de um dos anticorpos (B3H12) ao Fc da IgG. Quanto ao segundo
(B4F11), a reacdo ndo foi detectada. Os fragmentos gerados por protedlise e
submetidos a eletroforese com redutor produzem um padrdo de bandas que se

ordena por pequenas diferencas de massa molecular cuja ordem se estabelece com
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as de menor massa (as cadeias leves), mais proximas da extremidade final do gel.
Em segundo lugar estédo os fragmentos da cadeia pesada com a regido variavel e a
primeira regido constante, e em terceiro lugar esta o fragmento de interesse, ou
seja, a regido Fc da IgG. Dada a inexisténcia de marcadores de massa molecular
que produzissem bandas com diferencas menores de peso, e também devido ao
fato de dois lotes de marcadores adquiridos por nosso laboratério ndo se mostrarem
eficientes quando a transferéncia para a nitrocelulose, apesar de previamente
escolhidos por suas especificacbes para Western Blot, ndo nos restou outra
alternativa se ndo de estabelecer uma equivaléncia em milimetros, a distancia entre
a posicao da banda e a extremidade final do gel e a banda corada no Blot foi de
30 mm. Quanto ao anticorpo monoclonal B4F11 que nao reagiu com fragmentos da
IgG apos eletroforese com redutor e transferéncia, entendemos que este anticorpo
é dirigido a um epitopo conformacional, que é desfeito quando ha separacdo de
cadeias por rupturas de pontes dissulfidicas intra e inter-moleculares. Em um
préximo trabalho experimental, deveremos testa-lo em fragmentos de digestdo, mas
sem acao de redutores, em uma variacdo da proteina em sua forma nativa. Cabe
salientar que este hibridoma apresenta excelente qualidade de crescimento com
producdo de anticorpos em niveis bastante desejaveis, constatados pelos valores
de densidade Gptica em ELISA.

Uma vez selecionado e caracterizado o anticorpo monoclonal a ser usado na
producao de reagentes, comecamos os procedimentos de conjugacéao, inicialmente
com isotiocianato de fluoresceina e, posteriormente, com peroxidase. Do conjugado
anti fragmento Fc de 1gG bovina elaborado para imunofluorescéncia indireta, foram
utilizadas diluicbes de 1:8 a 1:128, testadas para deteccéo de anticorpos do Herpes
Bovino 1(BHV-1), previamente cultivados em células de traquéia de feto bovino.
Utilizaram-se soros controles positivos obtidos por soro neutralizagdo com titulo de
1:128 e soro fetal bovino como controle negativo. A leitura revelou fluorescéncia
citoplasmatica, como esperado no uso de soro positivo, e fluorescéncia bastante
discreta para o controle negativo. Escolhemos para diluicdo do trabalho aguela com
melhor fluorescéncia e menor coloracdo inespecifica (diluicdo 1:16). Mesmo

procedimento foi utilizado na deteccao de anticorpos para a Brucella abortus .
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Quanto ao conjugado com peroxidase, optamos por realizar apenas um
ELISA direto, onde as placas foram sensibilizadas com IgG bovina e o conjugado
aplicado em diluicdes que variaram de 1:100 a 1:12.800. Obtivemos leituras até
1:1.600.

Cabe salientar que estes procedimentos de producéo de conjugados foram
trabalhos experimentais iniciais, em que se pretendeu apenas avaliar a viabilidade
de nossos reagentes, saber se eram funcionais e avaliar as metodologias por nés
postas em pratica. Apenas nos limitamos a utilizar sobrenadantes de cultura de
hibridomas, concentra-los e conjuga-los. A partir desta etapa estamos convencidos
da escolha acertada de metodologias e procedimentos. Estaremos inaugurando
uma segunda etapa de aprimoramento dos produtos. Ja estd em curso a producao
de anticorpos monoclonais a partir de liquido ascitico, e a producdo por culturas
com maior tempo de duracdo, além de estar prevista a cultura de hibridomas em
tubos de dialise. Procedimentos que levardo ao rendimento significativo na
producdo de anticorpo monoclonal que, associados a um maior dominio na
metodologia de conjugacdo, permitirdo a producdo de conjugados com titulos de
qualidade compativeis com aqueles oferecidos pelo mercado.

O trabalho de que ora discutimos os resultados, trata-se de um comeco de
um projeto de importdncia académica e econbmica, em uma area que tem sido
deixada a margem da producédo académica e que trata da producdo de reagentes
com qualidade para o diagnéstico de doencas infecciosas e parasitarias de animais
de producdo e de estimacdo. Estas consideracbes que antecedem se fazem
necessarias para explicar o que segue, pois idealmente deveriamos ter buscado
imunizacdes para producdo de anticorpos monoclonais subclasse especificos, o
gue demandaria diferentes protocolos de purificacdes e caracterizacdes nao
compativeis com o tempo disponivel para elaboracdo desta dissertacdo. Fato
importante também a considerar € a possibilidade da geracdo de anticorpos
monoclonais chamados anti-ruminantes a partir de imunizacées com IgG bovina.

O clone escolhido para elaboracao de reagentes foi oB3H12, o qual devera,
em proximos trabalhos, ser avaliado para possibilidade de reagir com IgGs
provenientes de outros ruminantes. Ndo menos relevante sera a caracterizacao, em

futuro préximo, do segmento da cadeia pesada, a qual se liga nosso anticorpo, que
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podera ser usado para estudos de isotipos, quantificacdo de IgG, ligacdo do Fc a
proteinas bacterianas implicadas na evasdo da resposta imune, assim como ha
possibilidade deste anticorpo ligar-se a epitopos glicoproteicos. Hoje, a glicosilacédo
de anticorpos como participacdo de mecanismos de doenca e eficiéncia de funcbes
efetoras tais como ADCC (Antibody Dependent Cell Citotoxicity-Citotoxidade Celular

mediada por anticorpos), se constitue em area de intensa pesquisa.
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CONCLUSOES

Temos certeza de que estas metodologias escolhidas como compativeis com
nossa estrutura laboratorial se constituirdo sem duvida em fonte sélida de formacéao
de competéncias e que estardo aptas a envolverem-se com procedimentos
biotecnoldgicos outros e de sintese de anticorpos monoclonais em diferentes
células de mamiferos, com propdsitos diagnoésticos e farmacéuticos.

Este trabalho estabeleceu as bases metodoldgicas para um procedimento de
avaliacdo de imunidade humoral (imunoglobulinas) em bovinos que facilmente sera
estendido a outras espécies. Reagentes para quantificar e caracterizar isotipos,
alotipos e sub-classes de imunoglobulinas poderdo ser desenvolvidos para o
diagnéstico e a pesquisa.

Da experiéncia gerada pelas diferentes etapas envolvidas no processo de
producdo de anticorpos, tais como cultivo de células, eletroforese, cromatografia,
procedimentos para conjugacdo e especialmente o uso destes reagentes em
carater experimental, podemos afirmar que :

a) A producdo de anticorpos monoclonais € uma atividade factivel em nossa
instituicdo, TECPAR,;

b) Os conjugados produzidos em carater experimental revelaram-se eficientes,
necessitando ajustes apenas no que diz respeito a titulos. Este item é central ao
TECPAR, que possui a responsabilidade de criar e adaptar metodologias com vistas
ao desenvolvimento de meios e métodos de diagndostico;

c) O dominio de metodologia com maior capacidade de resolucdo, tais como
anticorpos monoclonais, gera a possibilidade de desenvolver produtos que

dependem de importacéao.



ANEXOS
Meios, Solucdes e Reagentes

ANEXO 1. SOLUCAO SATURADA DE SULFATO DE AMONIO

Sulfato de Aménio 761 g
Agua purificada gsp 1000 mL
pH 7,2

ANEXO 2. PREPARACAO DE SOLUCOES PARA ELETROFORESE

A) Gel de separacéo 15%

Acrilamida-bis acrilamida 30:0,8 (30%) 50 mL
Tris-HCL 3 M pH 8,8 2,1 mL
SDS 10% 150 L
Persulfato de amonio 20 % (APS) 37 uL
Temed 7,5 uL
Agua purificada 75 mL

B) Gel concentrador (stacking gel) 5%

Acrilamida-bis acrilamida 30:0,8 (30%) 2,5 mL
Tris-HCL 1 M pH 6,8 1,0 mL
SDS 10% 150 puL
Persulfato de amonio 20 % (APS) 37 uL
Temed 7,5 uL
Agua purificada 11,3 mL

C) Solucao Tampéao de Amostra para Eletroforese

Tris1 MpH8 40 mL
Glicerol 100% 4,0 mL
EDTAO05M 0,2 mL
Azul de Bromofenol 1% 0,4 mL
Agua purificada 11,4 mL

Mercaptoetanol 5%



D) Solucéo de Coloracéo para Gel SDS-PAGE para Eletroforese

Azul de coomassie 0,1 mL
Metanol 45 mL
Acido Acético 10 mL
Agua purificada 45 mL

E) Solucéo de Descoloracao para Gel SDS-PAGE para Eletroforese

Metanol 4 mL
Acido Acético 7,5 mL
Agua purificada 4 Ml

F) Solucdo Tampao de Corrida Para Gel SDS-PAGE de Eletroforese
(Item 3A)

ANEXO 3. TRANSFERENCIA DE GEL SDS-PAGE PARA WESTERN BLOT

A) Tampéo de Corrida de Gel SDS-PAGE de Eletroforese para W. Blot
Solugéo 10x concentrada

Tris-base 30,39
Glicina 144 g
SDS 59
Agua purificada 1000 mL

pH 8,6 (com NaOH)
Solucao de Uso
Solugéo 10x concentrada 100 mL

Agua purificada 900 mL

B) Preparacao da Solucéo Reveladora - Estoque

Substrato e Cromégeno para W. Blot

4-chloro-1-naphthol ( 4 C1N) Sigma C-8890) 42 mg
Perdxido de Hidrogénio 30% Sigma H-6520 0,4 mL
Metanol 15mL
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PBS 10X 10 mL
Agua deionizada 80 mL
Dissolve o0 4C1N no metanol, adiciona o PBS 10X e a agua, mistura e adiciona o
Perdéxido de hidrogénio. Deixa em repouso por 90 minutos para estabilizacdo em

temperatura ambiente.

C) Preparacao do Substrato e Cromégeno Para W. Blot - Para Uso

4-chloro-1-naphthol (4 C1N) Solucao estoque 0,67 mL
Acetato de sodio 0,1 M 10 mL
Agua Oxigenada ( H202) 10 pL
pH 5,2

Coloca o 4C1N e o acetado de soédio, mistura suavemente e filtra, logo apds
adiciona o peréxido de hidrogénio, novamente, homogeiniza suavemente e utiliza

em seguida.

D) Solucédo Bloqueio BSA 0,2 mg/mL para W. Blot

Albumina Bovina fragao V 0,02 g

Agua purificada 100 mL

Homogeneizar a solugé@o por inversdo, lentamente, fracionar em criotubo de 2,0

mL, identificar e manter em temperatura de -20°C .

ANEXO 4. PREPARO DA SOLUCAO DE PVP (POLIVINILPIRROLIDONA) 3%
PVP- (Polivinilpirrolidona) 30
Agua purificada 100 mL

ANEXO 5. PREPARO DA SOLUCAO DE DEXTRAN SULFATO 5%
Dextran Sulfato 50
Agua purificada 100 mL

ANEXO 6. PREPARO DA SOLUQAO DE CLORETO DE CALCIO 11,1 %
Cloreto de célcio 11149
Agua purificada 100 mL



ANEXO 7. PREPARO DA SOLUCAO DE PBS 50X

Fosfato de sédio dibasico 60 g
Fosfato de Potassio monobasico 10g
Cloreto de Potéassio 109
Agua purificada 1000 mL

ANEXO 8. PREPARO DA SOLUCAO DE PBS — PARA USO

Cloreto de Sédio 40 g
PBS 50x 100 mL
Agua deionizada 5000 mL

ANEXO 9. PREPARACAO DE SOLUCOES PARA TESTE DE ELISA

A) Tampéo de Adsorcéo - Solugdo estoque 0,2 M - Carbonato-bicarbonato

X - Bicarbonato de Sodio ( NaHCO3) 21,2 g
Agua purificada 100 mL
Y - Carbonato de Sodio ( Na,CO3) 16,8 g
Agua purificada 100 mL
pH 9,6

Adicionar a solucao Y a solucao X até atingir o pH desejado.

B) Solucdo Tampéao de Adsorcgao - para uso

Bicarbonato de Sédio ( NaHCO3) 8 mL
Carbonato de Sodio ( Na,CO3) 17 mL
Agua purificada 75 mL

Estocar em temperatura de 2 a 8 °C

C) Solucao de Tween 20 com BSA (Blogueio)

Albumina Bovina (BSA) 309
PBS 1000 mL
Tween 20 0,5mL
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pH 7,4
Adicionar o 100 mL do PBS sobre o BSA e deixar dissolver sem agitar, colocar o
Tween 20, agitar suavemente completando com o PBS restante. Alicotar 100 mL

por frasco e manter em temperatura de -20 °C.

D) Solugéo de Tampao Citrato

Acido citrico 511 g
Fosfato de Sédio monobéasico ( NaH2PO4) 9,15 ¢
Agua purificada 1000 mL
pH 5,0

Estocar em temperatura de 2 a 8 °C

E) SOLUCAO REVELADORA CROMOGENO-SUBSTRATO (OPD)

OPD 400 mg

Tampao Citrato 1000 mL

Obs. Esta solucdo deve ficar incolor ou marron bem claro. Fracionar 100 mL em

frasco escuro. Estocar em temperatura de -20 °C.

F) Solucédo Reveladora com Peroxido de Hidrogénio
Peréxido de Hidrogénio (H202) 30 vol 5 uL
Solucgéao reveladora (OPD) 100 mL

Usar imediatamente apés a preparacao.

G) Solucéo Lavagem ( PBS)

Cloreto de Sadio ( NaCl) 85¢g
Fosfato de Sodio monobasico ( NaH2PO4) 0,32 ¢
Fosfato de Sédio dibasico ( Na2HPO4) 110g
Agua purificada 1000 mL

pH 7,2
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H) Solucéo de Parada ( STOP)
Acido sulfarico 1M ( H2SO4= PM 98,08 g/mol) 9,80¢
Agua purificada 100 mL

Estocar em temperatura Ambiente
[) Conjugado Anti-Mouse 1gG (Sigma A 9044) com Peroxidase Titulado 1:3200
Conjugado anti-mouse 1gG 3mL

Agua purificada 9,7 mL

J) Tampé&o de Amostra

Tris 1M pH 8,0 4 mL
Glicerol 100% 4 mL
EDTAO05M 0,2 mL
Azul de Bromofenol 1% 0,4 mL
Agua purificada 114 mL

Acondicionar em frasco escuro em pequenos volumes, manter a -20°C.

ANEXO 10. GEL DE AGAROSE PARA TESTE DE IMUNODIFUSAO
Solucéo Tampéo para Gel

Cloreto de sodio 425 ¢
Cloreto de potéassio 0,19
Fosfato de sédio dibasico 0,69
Fosfato de potassio monobésico 0,19
EDTA (titriplex) dissodico 0,186 g
Azida Sodica 0.05¢
Agua purificada 500 mL
pH 7,2)

Agar Noble 1,89

Fundir em banho-maria e solidificar em temperatura ambiente, depois manter em

temperatura de 2°C a 8 °C.
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ANEXO 11. SOLUCAO DE SACAROSE 0,34 M
Sacarose 1169

Agua purificada 100 mL

ANEXO 12. PREPARACAO DO MEIO DE CULTIVO PARA CELULAS DE
MIELOMA

A) Meio de Crescimento Completo — RPMI

Meio de RPMI 1 frasco 8,59
Bicarbonato de sédio 169
Agua purificada 1000 mL
pH 7,2

B) Meio de Enriquecimento

SFB ( soro fetal bovino) 10 % 100 mL
Sulfato de Gentamicina 40ug/ mL 0,28 mL
Anfotericina B (2,5 pg/mL) 0,25 mL
8- Azaguanina 1 mg/mL 10 mL

Este meio tem uma alta taxa de glicose 4.5¢g/L
Filtrar em Membrana 0,22 um, realizar teste de esterilidade, alicotar e armazenar de
2 a8°C.

ANEXO 13. SOLUCAO ESTOQUE DE 8-AZAGUANINE 5 MG/ML ( 250X)
8-Azaguanina 10 mg

Agua purificada 10 mL

ANEXO 14. SOLUCAO HIDROXIDO DO SODIO 1 M e 5M

A) NaOH 1 M 40 g
Agua purificada 1000 mL
B) NaOH 5 M 200 g

Agua purificada 1000 mL
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ANEXO 15. SOLUCAO ESTOQUE DE HIPOXANTINA / TIMIDINA ( 100X)

Hipoxantina 6,8 mg
Timidina 1,94 mg
Meio Cultura base 10 mL

ANEXO 16. SOLUCAO DE POLIETILENO GLICOL - PEG 50% W/V
PEG 1.450 50 mL
PBS 50 mL

ANEXO 17. SOLUCAO ESTOQUE DE AMINOPTERIN (50X)
Aminopterin 0.088 mg

Meio de Cultura base 10 mL

ANEXO 18. SOLUCAO ESTOQUE

Hipoxantina 6,8 mg
Timidina 1,94 mg
Aminopterin 0,088 mg
Meio Cultura base 10 mL

ANEXO 19. MEIO DE CONGELAMENTO EM NITROGENIO LIQUIDO

RPMI completo 40 mL
SFB Soro Fetal Bovino 50 mL
DMSO (dimetylsulfoxide) 10 mL

Preparar suspensédo contendo 2x10° de células viaveis/mL de meio RPMI completo.
Adicionar SFB e DMSO. Fracionar em criotubos de 2,0 mL. Congelar a -80°C,
durante a noite e transferir ao Nitrogénio Liquido.

Para reconstituir pode-se imergir o frasco com as células em banho-maria.
Homogeneizar bem e ressuspender as células em 5 mL de meio de crescimento.
Transferir para o frasco de cultura. Apdés 24/72 horas, as células devem ser

repassadas para uma garrafa com meio novo.
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ANEXO 20. PROTOCOLOS DE PURIFICACAO DE IgG

Purificacdo de IgG (AFFINITY CHROMATOGRAFY)

Velocidade de escoamento 1 mL/ min para coluna de 1 mL ou 5 mL/min em coluna
de 5 mL.

Preparacao de Solugdes para Purificacdo de IgG em Coluna Hitrap.

A) Tampéo de Adsorgao
X) Tampé&o de adsor¢do: 0,02 M de fosfato de Sodio

Fosfato de Potassio Monobasico ( KHy,PO,4 - PM 136,09) 2,72 ¢
Agua purificada 1000 mL
pH 7,0

y) Fosfato de Sédio Dibasico ( NapHPO,4 - PM 141,96) 0,02 M 2,849

Agua purificada 1000 mL
Adicionar a solugéo X sobre a solucéo Y, até atingir pH 7,0.

B) Tampéo de Eluicéo

Tampao de Eluicdo (separacao) 0,1 M de Glicina-HCI

Glicina (PM 75,068) - 0,1 M 7549
Agua purificada 1000 mL

pH 2,7 (se necessario ajustar o pH com HCI)

C) Tampéo de Neutralizacéo

Tampao Neutralizante 1 M de Tris-HCI , pH 9,0

TRIS basico (PM 121,14 ) - 1M 121,14 g
Agua purificada 1000 mL
pH 9,0 (se necessario ajustar o pH com HCI)

Obs.: Se utilizar o TRIS-HCI, ajustar o pH com NaOH

ANEXO 21. PURIFICACAO DE IgM (AFFINITY CHROMATOGRAFY)

Velocidade de escoamento 1 mL/ min para coluna de 1 mL



Preparacao de Solugdes para Purificacdo de IgM em Coluna Hitrap
A) Tampéo de Adsorgao
Tampao de adsorcado: 0,02 M de fosfato de Sodio

Fosfato de Sodio Dibasico (NapHPO4) 0,02 M 2,84 g
Sulfato de Amdnia (NH4)»S04 - 0,8 M (132,14) 105,7 g
Agua purificada 1000 mL

pH 7,5 (Ajustar o pH com fosfato de Potassio)

B) Tampéo de Eluigéo

Tampao de Eluicado ( separacao):

Fosfato de Sodio Dibasico (NapHPO4) 0,02 M 2,849
Agua purificada 1000 mL

pH 7,5 (Ajustar o pH com fosfato de Potassio)

C) Tampéo de Lavagem

Tampao de regeneracdo: 0,02 M de fosfato de Sédio

Fosfato de Sodio Dibasico ( NapHPO4) 0,02 M 2,849
ISOPROPANOL A 30 % 300 mL
Agua purificada 700 mL

ANEXO 22. SOLUCOES PARA CONJUGACAO COM PEROXIDADE

A) Bicarbonato de sédio 0,3 M 31,8¢
Agua purificada 1000 mL
pH 8,1

B) Solucéo de Fluorodinitrobenzidine 1%
Florodinitrobenzidine 1mL
Etanol absoluto 99 mL

C) Periodato de Sédio ( NalO4)
Periodato de sédio 0,08 M 17,11mL
Agua purificada 100 mL
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D) Etileno Glicol (Etanodiol)
Etileno glicol 0,16 M
Agua purificada

E) Tampéao Carbonato/Bicarbonato
Bicarbonato de sédio 0,01 M
Carbonato de Sodio 0,01 M

Agua purificada

pH 9,5

F) HORSERADISH PEROXIDASE
Horseradish Peroxidase
Bicarbonato de Sédio 0,03 M

G) BOROHIDRETO DE SODIO
Borohidreto de Sédio

Agua purificada

ANEXO 23. ACIDO TRICLOROACETICO 10%
Acido tricloroacético (TCA)

Agua purificada

ANEXO 24. ETANOL 20 %
Etanol

Agua purificada

ANEXO 25. FRACIONAMENTO COM PAPAINA
A) Papaina (10 mg/mL)

Cisteina 1M

EDTA (20mM)

Tampao Acetato de Sédio, pH 5,5

9,93 mL
1000 mL

0,84 ¢
1,059
1000 mL

59
1mL

9,84 mg
1mL

10g
100 mL

209
80 mL

0,05 mL
0,05 mL
0,05 mL
0,05 mL
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B) Papaina 10 mg
Tampdao Acetato de Sodio 1mL
C) Cisteina (PM 121,0) 1,21 mL
Tampdao Acetato de Sodio 10 mL
D) EDTA (Titriplex) 0,074 g

Tampao Acetato de Sodio 10 mL

E) Tampéao Acetato de Sodio

Acetato de Sodio 0,82 ¢
Agua purificada 100 mL
pH 5,5 (ajuste com HCI ou NaOH)

ANEXO 26. CONJUGACAO DA IMUNOGLOBULINA

SALINA BORATO

Tampao Borato 15 mL
Salina fisiol6gica 0,85¢g 985mL

A) Tampéao Borato

Acido Bérico 6,829
Borax 8,69
Cloreto de Sdédio 8,32 ¢
Agua puruficada 1000 mL
pH 8,0

ANEXO 27. TESTE DE IMUNOFLUORESCENCIA COM VIRUS, BACTERIA E
PROTOZOARIO

A) Trypsina
Trypsina 0,19
EDTA 10% 0,25 mL

PBS 95,75 mL



B) Meio de Crescimento de Célula F10/199

F10 HAM 9,89
MEIO 199 10,6 g
Agua purificada 1000 mL
C) Acetona 70%

Acetona 70 mL
Agua Puritificada 30 mL

D) Acetona-Metanol 50:50
Acetona 50 mL
Metanol 50 mL

E) Formaldeido 2%

Formaldeido (37%) 2 mL
Agua Purificada 100 mL
F) Glicerol Tamponado

Glicerina 1mL
PBS 9mL

ANEXO 28. PREPARACAO DA HEMACIA DE CARNEIRO 10%

A) Solucao de Alsever

Dextrose 2,059
Citrato de Sédio 0,8¢g
Acido citrico 0,055 g
Cloreto de Sdédio 0,42 g

Agua purificada 100 mL
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B) Suspensao de Hemacia de carneiro com Alsever (50:50)

Solucéo de Alsever 50 mL

Sangue total de Carneiro 50 mL
Estabilizar deixando em repouso 3 dias, fazer 3 lavagens com PBS, 591 g durante
10 minutos, ressuspender no volume original com solucdo salina fisiologica
(0,85%).

C) Suspensao de Hemacea A 10 %
Suspensdao se heméacea em alsever (50:50) 1mL
Solucdo Salina Fisiolégica 9mL
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