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Three clones secreting of antibodies (Abs) IgG against infection bursal dise-
ase virus IBDV was development. The IBDV was strain S706 (the intermedia-
te vaccine) was replicated in VERO cell and purified by sucrose gradient, for
ELISA and mice inoculation. For the immunization of the mice BALB/c using
as a saponin adjuvant, that allowed an inflammation reaction which enhan-
ced the antibody response, detectable by ELISA. The fusion of splenic cells of
the immunized mice and the mieloma SP2/0 resulted in 2 hybridoma families
(2H11 and 5C7). After cloning by limiting dilution, 3 clones secretors of Abs
from IgG class were obtained. The 3 obtained Abs were capable to reveal the
proteins turn VPX and VP2 by “western blotting”, respectively of 47 kDa and
41 kDa. The definition of the isotypes recognized by obtained Abs must be ob-
ject of characterization to allow the use of the antibodies in immunodiagnostic
tests such as immunofluorescence, immunocitochemistry or capture ELISA, for
epidemiologic of the disease researches or to differentiate vaccine’s virus of the
field virus.
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RESUMO. Trés clones secretores de anticorpos IgG
contra o virus da doenga infecciosa bursal (IBDV)
foram desenvolvidos no presente trabalho, para
utilizagdo em testes de imunodiagnéstico do tipo
imunofluorescéncia, imunohistoquimica ou ELISA
de captura. Para a produgdo dos anticorpos (Ac)
utilizou-se de um virus inteiro proveniente de uma
vacina comercial, estirpe intermediaria (Bur-706),
que foi multiplicado em células VERO e purificado

por ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose,
sendo utilizado para a imuniza¢do dos camundon-
gos BALB/c. O adjuvante escolhido foi a saponina,
que permitiu a obtengdo de anticorpos policlonais
capazes de revelar a enzima por ELISA. A fusdo
das células esplénicas dos camundongos imuniza-
dos e o mieloma SP2/0 resultou na obtencdo de 2
familias de hibridomas (2H11 e 5C7) secretores de
anticorpos. Ap6s clonagem por diluicao limitante,
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foram obtidos 3 clones secretores de Ac da classe
IgG. Os trés Ac obtidos foram capazes de revelar as
proteinas virais VPX e VP2 por “western blotting”,
reconhecendo a proteina de 47 kDa e 41 kDa e ou-
tra proteina ndo identificada com peso molecular
de 66 kDa. As defini¢des dos isétipos reconhecidos
pelos Ac obtidos devem ser objeto de investigacoes,
de modo a permitir a utilizagdo dos anticorpos em
ensaios imunoenzimaéticos para estudos epidemio-
l6gicos da doenga ou para diferenciar virus vacinal
e de campo.

PALAVRAS-CHAVE. Anticorpos, doenga infecciosa
bursal, imunodiagnéstico.

INTRODUCAO

A doenca infecciosa bursal (IBD), atualmente,
representa um dos principais problemas sanitarios
em virtude de sua alta contagiosidade e por seu ca-
rater imunodepressor. Estes fatores influem negati-
vamente no rendimento econémico dos planteis de
reprodutores, de postura comercial e de frangos de
corte (Sharma et al., 2000).

A IBD tem como agente etioloégico um virus
membro da familia Birnaviridae (Dobos et al., 1979),
género Avibirnavirus, sendo um virus de RNA fita
dupla, ndo envelopado e apresenta dois tipos soro-
l6gicos distintos designados sorotipo 1 e sorotipo
2. Ambos infectam naturalmente galinhas e perus,
mas a doenga ocorre somente em galinhas e apenas
o sorotipo 1 é patogénico (Muller et al., 2003).

Os métodos imunoldgicos para diagnoéstico da
IBD sao atualmente mais utilizados do que o isola-
mento e identificagdo viral, por serem mais rapidos
na obtencao dos resultados e pela simplicidade de
sua execucdo, possibilitando andlise de um maior
namero de amostras em menor tempo e com me-
nores custos. A monitoria sorolégica pressupde
avaliar a eficiéncia dos programas vacinais, como a
vacina utilizada e o manejo de vacinacao, além de
auxiliar no diagndstico e tragcar um perfil imunolo6-
gico dos plantéis (Di Fabio, 2001).

A biotecnologia ¢ um ramo de conhecimento
cientifico que faz uso de sistemas celulares para o
desenvolvimento de processos e produtos de inte-
resse econdmico e social. Entre esses sistemas celu-
lares, os hibridomas, secretores de anticorpos contra
agentes microbianos sdo de grande interesse biotec-
nolégico. Os anticorpos monoclonais tém sido am-
plamente empregados na deteccdo e caracterizacao
imunoquimica de diversos componentes celulares,
em testes imunodiagndsticos e na identificacao de
patégenos (Lenaars & Hendriksen, 2005).

O objetivo deste estudo foi a producao de an-

ticorpos de alta afinidade contra o virus da IBD,
para utilizacdo em testes de imunodiagnésticos
dos tipos imunofluorescéncia, imunohistoquimica
e ELISA de captura, para detecgdo e diferenciagao
do virus vacinal e de campo e assim permitir um
melhor monitoramento de plantéis avicolas com
relacdo a essa doenca.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Unidade de Estudos em
Sanidade Avicola (UESA), Laboratério de Virologia do
Setor de Medicina Veterinaria Preventiva do Departa-
mento de Veterindria (DVT) e Laboratério de Biologia
e Controle de Hematozoarios e Vetores do BIOAGRO
(Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria),
da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Foi utilizada uma amostra atenuada do virus da IBD
cepa intermediaria (Bur-706), proveniente de uma vaci-
na comercial, apresentada na forma liofilizada para 1000
doses, diluida em 30 mL de solugédo salina estéril. O vi-
rus utilizado foi cultivado em células VERO (rim de ma-
caco verde africano), gentilmente cedidas pelo Labora-
torio de Biologia e Controle de Hematozodrios e Vetores
do BIOAGRO (UFV), de linhagem continua. Para o cres-
cimento dos cultivos das células VERO foi empregado
o meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium,
Sigma, Auto-mod®, EUA), suplementado com glutami-
na, 10% de soro fetal bovino (Cultilab), antibiético (sul-
fato de gentamicina, Cultilab) e antimicético (anfoterici-
na B, Cultilab) pH 7,2.

A infeccdo das células foi realizada utilizando-se
uma estirpe vacinal do IBDV. O volume de 0,2 mL des-
ta solugdo foi inoculado em garrafas de cultivo celular,
contendo monocamada de células, com 70 a 80% de
confluéncia (ap6s 24 horas de incubacao aproximada-
mente). As garrafas foram colocadas sob incubacdo a
37°C e diariamente foram monitoradas (visualizacdo em
microscopio invertido, Olympus IMT2, Japdo) para ve-
rificacdo de 70 a 80% de efeito citopatico (ECP). Apods a
completa destruicao da monocamada celular (aproxima-
damente 96 horas) o contetido da garrafa de cultivo foi
transferido para um tubo com rosca (Corning® EUA),
centrifugado (centrifuga, Jouan BR4, Francia) a 200g por
10 minutos para a sedimentacado dos debris celulares e o
sobrenadante foi conservado a -20°C. A purifica¢do do
virus foi realizada por ultracentrifugacao em gradiente
de sacarose, de acordo com a técnica descrita por Collins
& Gough (1988). A dosagem de proteinas, do antigeno
foi feita pelo método do acido bicinconinico (Smith et
al., 1985). Para esta dosagem foi empregado, como pa-
dréao, soro albumina bovina (SAB, Sigma, EUA) a 0,5%.

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas (Fi-
gura 1), com cerca de 7 semanas de idade. Os animais
foram obtidos no Biotério Central do Centro de Cién-
cias Biolégicas e da Satde da Universidade Federal de
Vigosa. A colheita de sangue foi no plexo orbital, com
os animais, previamente anestesiados. Os camundongos
receberam, por via intraperitoneal, cerca de quatro do-
ses de um indculo preparado com o IBDV purificado,
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com intervalo de 21 dias entre cada aplicacdo. O antige-
no foi emulsionado em adjuvante saponina, usando 40
ug de virus purificado e 50 pug de saponina (diluida em
agua MilliQ).

A tltima imunizagdo foi realizada quatro dias antes
da coleta dos bacos, sem adjuvante, utilizando-se as vias
venosa e intraperitoneal.

Os ELISAS para as detecgdes do IBDV purificado, de
anticorpo dos camundongos e dos Ac dos clones secre-
tores seguiram técnicas descritos por Santos et al. (1996),
com algumas modificagdes. Microplacas de polivinil,
contendo 96 pogos (Hemobag, Brasil), foram sensibiliza-
das com 1 pg de antigeno purificado, diluido em 100 pL
de tampao carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6). A pla-
ca foi incubada a 4°C, por uma noite para a adsorc¢ao do
antigeno. A placa foi lavada trés vezes, utilizando-se de
NaCl a 0,9% e Tween 20 a 0,05%, pH 7,2 (tampao de la-
vagem). Em seguida foram adicionados, em cada poco,
100 puL de caseina hidrolisada a 2% em tampao fosfato
(PBS, pH 7,6), para bloquear os sitios ndo utilizados pelo
antigeno. A placa foi, entdo, incubada por uma hora em
temperatura ambiente e lavada duas vezes, com tampao
de lavagem (NaCl a 0,9% e Tween 20 a 0,05%, pH 7,2).
100uL de soros negativos e positivos, diluidos 1:100 em
tampao de incubacado (PBS, caseina a 0,2%, pH 7,2). A
placa foi incubada por duas horas e lavada por duas
vezes com tampao de lavagem. Foram adicionados 100
uL do conjugado (IgG de cabra anti-IgG de camundon-
go conjugado com peroxidase (Sigma® EUA), diluido a
1:30000 nos orificios da microplaca. A placa foi reincu-
bada por mais duas horas e lavada por duas vezes. Em
seguida adicionou-se, a cada poco, 100 uL de substra-
to (o-phenylenediamine - OPD Sigma®, EUA). A placa
foi entdo incubada por 40 minutos em camara escura, a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a reagdo foi
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interrompida pela adigdo de 30 pL de &acido sulftrico
2N (1:20). Foram feitas quatro lavagens por ciclo. Para
a leitura das reacdes foi utilizado leitor de ELISA (Ti-
tertek Multiskan Plus, EUA) com filtro de comprimento
de onda de 492 nm. Os resultados foram expressos em
densidade 6ptica (DO). Como controle positivo e nega-
tivo foram usados soros de camundongos sabidamente
positivo e sabidamente negativo.

Foram utilizadas células de mieloma da série plas-
mocitaria ndo secretoras de imunoglobulinas (SP,/O)
(Shulman et al., 1978), gentilmente cedidas pelo Labora-
torio de Biologia e Controle de Hematozoérios e Vetores
do BIOAGRO da UFV, seguindo-se a metodologia des-
crita por Karaca et al. (1992).

O bago do camundongo hiperimunizado foi coletado
e colocado em placa de petri estéril, com 4 mL de meio
RPMI-1640 sem soro fetal bovino. Em seguida se mace-
rou com auxilio de um émbolo de seringa e uma malha
de metal. As células de mieloma foram coletadas das
garrafas de cultivo e centrifugadas a 300 g por 5 minu-
tos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspen-
dido em 10mL meio RPMI incompleto. Procederam-se
duas centrifugagoes, a 400 g por 5 minutos, descartando-
-se 0 sobrenadante entre os dois processos. A mistura
de células (linfécitos e mielomas) em uma proporgao
de 108 células de bago para 107 células de mieloma, foi
colocada em tubo de centrifuga de 50 mL, sendo seu
volume completado com meio RPMI-1640 incompleto e
o tubo centrifugado a 400 g por 10 minutos. Com uma
pipeta foi adicionado a mistura 1mL de polietilenoglicol
(PEG, Sigma, EUA) 50%, pré-aquecido, o intervalo de 1
minuto e fazendo-se movimentos circulares, para que
ocorresse a mistura. Acrescentou-se ainda mais 15 mL
de meio RPMI-1640 incompleto, agitando-se o tubo por
5 minutos. Os hibridos recém formados foram centrifu-
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Figura 1. Desenho esquematico da técnica para a producao de hibridomas e clones secretores de anticorpos (IgG).
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gados a 400 g e o sobrenadante descartado. O pellet foi
ressuspendido em 10 mL de meio RPMI-1640 com 10%
SFB e HAT (hipoxantina aminopteridina tiamidina).
Em seguida, foram acrescentados mais 50 mL de meio
e distribui-se os hibridos em placas de 96 orificios (100
uL por pocinho). As placas foram incubadas em estufa,
a 37°C, com atmosfera de 5% de CO,. Ap6s e cada 48 ho-
ras foram realimentados os clones com RPMI-1640 com-
plementado com HAT e apés 10 dias 50% do volume
dos orificios foi substituido por meio RPMI-1640 com-
plementado com HT (hipoxantina tiamidina) (Figura 1).

As placas foram deixadas na estufa de cultivo por
pelo menos 15 dias, para que s6 entdo fosse coletado
o sobrenadante. Foi retirado 50% do sobrenadante dos
orificios com cuidado de nado pegar os hibridomas e, em
seguida, armazenado a -20°C até a realizagdo dos testes
ELISA para deteccdo dos anticorpos contra o virus da
IBD.

Os hibridos positivos foram selecionados para a clo-
nagem (por diluicdo limitante). O crescimento foi acom-
panhado diariamente, a partir do quinto dia, com troca
de meio a cada trés dias.

Os orificios que apresentavam bom crescimento
apenas de uma colonia que permaneceram positivas
no ELISA foram expandidas em placas de 24 orificios e
garrafas de 75 cm? para a obtengdo de sobrenadante de
cultura para congelamento a -70°C.

Fragmentos da bolsa de Fabricio fixados em formol
de episddios naturais de IBD foram desidratados, diafa-
nizados, infiltrados e incluidos em parafina e submeti-
das a reacdo de imunofluorescéncia utilizando a técnica
descrita por Aoki et al. (2010). As laminas foram seladas
com laminula e solucdo de glicerina (1 parte de PBS pH
8,0 e 9 partes de glicerina) e analisadas ao microscépio
de fluorescéncia de luz verde (Nicon Eclipse E-600).

Western blotting para a identificagdo da especificidade
dos Ac contra as proteinas estruturais do virus da IBD.
A eletrotransferéncia das proteinas virais dos géis de
poliacrilamida para as membranas de nitrocelulose foi
realizada de acordo com metodologia descrita por Lae-
mli et al. (1970) e Pereira et al. (1998) com modificagoes.

A transferéncia para a membrana de nitrocelulose
foi realizada a 4°C por 18 horas a 40 volts. A membra-
na foi lavada em agua destilada e cortada em tiras de
aproximadamente 0,5 cm de largura. O bloqueio dos
sitios inespecificos foi feito com tampao de bloqueio
durante 30 minutos. Apds o bloqueio, as tiras foram
lavadas trés vezes em PBS-Tween 80 a 0,05%, durante
15 minutos, e incubadas por duas horas com as imuno-
globulinas dos sobrenadantes de culturas, contendo os
anticorpos. Como controles positivos foram utilizados
soros policlonais de camundongo imunizados e, como
controles negativos, utilizaram-se soro de camundongo
nado imunizado. As tiras de nitrocelulose foram lavadas
trés vezes em PBS-Tween 80 (Sigma, EUA) e incubadas
por duas horas com anti-IgG de camundongo conjuga-
da com peroxidase (Sigma, EUA) na dilui¢do de 1:2000
em PBS-Tween 80 a 0,05% e apods este tempo foram la-
vadas novamente duas vezes em PBS-Tweem 80 e uma
vez com PBS. Em seguida, foram reveladas em substrato

para peroxidase. A revelagdo foi interrompida com dgua
destilada. Toda a reacao foi realizada a temperatura am-
biente e sob agitacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dosagem de proteina do virus purificado
foi feita através de leitura em espectrofotometro
(Smartspec™ 3000, BIO-RAD, EUA) a 562 nm, ob-
tendo-se 1623,22 pg/mL. A quantidade de proteina
viral obtida foi suficiente para o desenvolvimento
de todo o experimento.

A partir dos soros obtidos com as sangrias dos
camundongos, que eram realizadas a cada duas
semanas apds imunizacdo, foram efetuados testes
ELISA indireto, para mensuracdo dos niveis de an-
ticorpos (Tabela 1).

Dos oito camundongos imunizados, todos de-
senvolveram resposta imune humoral, sendo ob-
servado o maior titulo a partir da terceira inocula-
¢do (Figura 2). O uso de saponina como adjuvante
mostrou uma boa resposta humoral em termos de
producao de IgG, garantindo sua eficacia e coinci-
dindo com os resultados relatados por Sales-Junior
et al. (2005), que usou como modelo experimental
camundongos. Os autores verificaram que o ad-
juvante saponina tem a habilidade de estimular a
resposta mediada por células, assim como de au-
mentar a producdo de anticorpos.

Tabela 1. Média de absorvancia (492nm), obtidas do ELISA
indireto de acordo com a semana e com o namero do camun-
dongo.

Semana Niimero do camundongo
1 2 3 4 5 6 7 8

0 0097 01 0135 0,159 0,102 0,22 0,103 0,103
2 0,367 0407 0406 0,37 0309 038 0407 0,365
5 0346 0,336 0,384 0,353 0344 0384 0,362 0,347
8 0,634 0,637 0634 0644 0615 0,643 0,621 0,634
11 0,355 0,368 0435 0385 0361 0354 0415 0,363
12 0593 057 0587 0614 0582 0593 0,613 0,563
0,8
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Figura 2. Médias de absorvancia 6ptica (492nm) obtidas no
ELISA indireto dos soros dos camundongos testados por
ELISA antes de serem imunizados; 2 semanas apds cada
imunizacao, os camundongos foram inoculados com inter-
valos de 3 semanas. Foram feitas 4 inocula¢des nos camun-
dongos e as setas no grafico indicam o dia da imunizagéo, a
5 e ultima imunizagao quatro dias antes da fusao.
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Figura 3. Reagdo de imunofluorescéncia indireta dos anticorpos monoclonais frente a cortes histolégicos de bolsas de Fabricio

positivas para o IBDV por infec¢do natural. A. Controle policlonal negativo, soro de camundongo sem imunizar. B. Controle

policlonal positivo, soro de camundongo imunizado. C. sobrenadante de hibridomas clone H8. D. sobrenadante de hibridomas
clone D8. E e F. sobrenadante de hibridomas clone F9. Diluicédo 1:40, 400X.

Foram selecionados trés clones (D8, F9 e H8) por
serem positivos frente ao ELISA e por mostrarem
bom crescimento. Portanto, foram expandidos em
placas de 24 orificios, previamente revestidas por
uma monocamada de macréfagos.

Em relacado a reatividade dos anticorpos IgG an-
ti-IBDV pelo teste ELISA, foram observados dife-
rentes intensidades de absorvancia de 0,617 a 0,923,
permitindo distinguir claramente os clones positi-
vos dos negativos (considerando-se um cut off de 4
vezes a D.O. do soro normal 0,187 ).

Os hibridomas positivos, que mostraram bom
crescimento, foram transferidos para placas de 24
orificios para estimular seu crescimento e a pro-
dugdo dos anticorpos. Foram testados em ELISA e
RIFI para verificar sua produgao.

Os anticorpos oriundos dos clones D8, F9, HS,
ao serem submetidos a RIFI frente a cortes histo-
l6gicos de bolsas de Fabricio diagnosticadas como
positivas para o IBDV apresentaram fluorescéncia,
apresentaram diferencas com respeito a diluigao
usada para identificagdo do virus na RIFI. Em ge-
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ral, o sobrenadante dos cultivos apresentou reagao
positiva na diluicao de 1:160 para F9; 1:160 para D8
e de 1:320 H8 (Fig. 3). Todos os clones positivos em
ELISA se mostraram positivos em RIFI o titulo de
reagdo de cada anticorpo foi determinado testan-
do-se diferentes dilui¢des do sobrenadante de cul-
tivo como anticorpo primario nas técnicas de RIF],
apresentando reagdo positiva na diluicao de 1:160
para os clones denominados F9 e D8 e de 1:320 para
HS.

As bandas protéicas reconhecidas pelos anticor-
pos monoclonais apresentavam pesos moleculares
entre 66 e 41 kDa, sendo que todos os anticorpos
IgG reconheceu mais de uma banda nessa faixa de
peso molecular (Figura 4).

Dobos (1979), trabalhando com amostras puri-
ficadas do virus da IBD encontraram as seguintes
proteinas virais com seus respectivos pesos mole-
culares: VP1 (90kDa), VP2 (41kDa), VP3 (35kDa),
VP4 (28kDa) e VPX (47kDa). Este mesmo autor de-
signou de VPX a proteina viral precursora da VP2,
com peso molecular de 47kDa. A proteina deno-
minada de VP2, principal indutora de protecao ao
hospedeiro conforme Azad et al. (1987), é descrita
por varios autores com pesos moleculares entre 37
e 42kDa. A VP2, localizada no capsideo externo do
virus, estd relacionada com a antigenicidade, ou
seja, expressao de epitopos que induzem uma res-
posta de anticorpos. Por essa razdo, essa proteina é
conhecida como epitopo de neutralizagdo, ou seja,

—_

— VPX (47kDa) ‘

——pp-| VP2 (41kDa) ‘

(66kDa) ‘

— VP3 (31 kDa) ‘

1 2 3 4

Figura 4. Western Blotting com os anticorpos monoclonais
frente ao virus da IBD. Pesos moleculares (kDa) indicados
a esquerda. 1.Clone HS, 2.Clone F9, 3.Clone D8 4.Controle
policlonal positivo: soro de camundongo anti-virus da IBD.

anticorpos gerados por ela permitem efetuar a di-
ferenciacao dos sorotipos e subtipos virais. A VP3
estd no capsideo interno e é a principal responsavel
pela conformacao estrutural do virus tendo relagao
com antigenos grupos especificos. Induz resposta
de anticorpos, porém sdo fracamente neutralizan-
tes. A VP4 é uma protease viral que nao é incorpo-
rada na particula madura do virus. A VP5 tem sido
demonstrada na célula infectada, ndo est4 presente
no virus maduro e suspeita-se que tenha papel na
regulacdo do ciclo viral ou na liberacdo do virus da
célula infectada (Ito et al., 2001).

As diferengas nos pesos moleculares encontra-
dos nesta pesquisa podem ser devidas a metodo-
logia empregada. Outra possivel razdo para estas
variagdes pode ser a variacdo na clivagem dos si-
tios das proteinas precursoras, quando diferentes
sistemas sdo empregados na replicagdao viral. As-
sim, Miiller & Becht (1982) e Rodriguez-Chavez et
al. (2002) relataram mudancas nos epitopos asso-
ciadas ao método usado para propagacao do virus.

Neste estudo, a VPX e a VP2 reagiram com o
mesmo anticorpo monoclonal em wetern blotting,
esta observacao pode ser explicada porque a VP2 é
um produto da clivagem de VPX (Fahey et al., 1985).

CONCLUSOES

A técnica empregada neste estudo ndo difere
das descritas por outros autores, entretanto, certos
aspectos devem ser ressaltados, como a imuniza-
¢do dos camundongos, a selecdo dos hibridos e a
clonagem.

Estes anticopos IgG poderao ser usados no de-
senvolvimento de testes mais sensiveis nos estudos
epidemiolégicos do virus da IBD ou podem ser
usados na identificagdo de proteinas relevantes.

Podem ser propostos os seguintes estudos em-
pregando os Ac: imunohistoquimica para diagnos-
tico “in situ” da infecgdo por virus IBD; estudo de
amostras em surtos de doenga quanto ao tropismo
tecidual e persisténcia viral; e avaliacdo da situagao
atual do IBDV no campo, comparando a ocorréncia
de episddios clinicos atuais com a doenga em anos
anteriores.
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