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RESUMO

7

Corynebacterium pseudotuberculosis € o0 agente etiolégico de diversas doencgas
cronicas infecto-contagiosas em diferentes espécies de mamiferos, sendo a
linfadenite caseosa a mais importante delas, encontrada em caprinos e ovinos. Esta
patologia leva a formacdo de granulomas nos linfonodos superficiais e internos, e
em alguns 6rgdos como os pulmdes, figado e baco, acarretando em diversas perdas
econbmicas para a caprino-ovinocultura. Neste trabalho, camundongos BALB/c
foram imunizados com proteinas de um antigeno somatico hidrofébico extraido de
uma linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis. Os esplendcitos obtidos foram
fusionados com células mielomatosas da linhagem SP2/0 e os hibridomas
produzidos através desta fusdo foram submetidos a testes de ELISA para
identificacdo dos clones produtores de anticorpos especificos para o antigeno
somatico hidrofébico. Foram selecionados quatro clones, posteriormente injetados
intraperitonialmente em camundongos BALB/c, para producéo de liquido ascitico. Os
liquidos asciticos foram testados por western blotting, usando o antigeno somatico
hidrofébico submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5 e
15%. Em SDS-PAGE a 12,5% todos os liquidos obtidos reconheceram duas bandas,
com pesos moleculares estimados em 31 e 34 kDa e o clone 3-12C CL9A, também
reconheceu uma banda com peso molecular de 19 kDa. Em SDS-PAGE a 15%, o
clone 1-6G CL10 manteve o reconhecimento de apenas duas bandas de 31 e 34
kDa. Os demais apresentaram reconhecimento de outras bandas, além destas duas.
Bandas proteicas com pesos moleculares similares aos aqui encontrados, ja foram
descritas na literatura em estudos realizados com soro de caprinos e ovinos
infectados por C. pseudotuberculosis. Os anticorpos produzidos neste trabalho
possuem potencial para utilizagdo em imunoensaios, visando o aprofundamento de
estudos sobre a relagdo micro-organismo hospedeiro, assim como a possibilidade
de producéo de um kit para o diagnéstico da infecgéo.

PALAVRAS-CHAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis, linfadenite caseosa,
anticorpos monoclonais, antigeno somatico hidrofébico
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ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is the etiological agent of several chronic
infectious diseases in different species of mammals, and caseous lymphadenitis in
sheep and goats is the most important oh them. This disease leads to the formation
of granulomas in the superficial lymph nodes and in some organs such as the lungs,
liver and spleen, resulting in economic losses for the raising of goats and sheep. In
this study, BALB/c mice were immunized with a protein hydrophobic somatic antigen
extracted from C. pseudotuberculosis virulent strain. The splenocytes were fused
with myeloma cell strain SP2/0 and the resultant hybridomas were tested by ELISA in
order to identify which clones expressed antibodies specific for the hydrophobic
somatic antigen. The four clones selected were subsequently injected
intraperitoneally in BALB/c mice to produce ascites. Ascites fluids were tested by
western blotting using hydrophobic somatic antigen subjected to polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) with 12.5 and 15% concentrations. In SDS-PAGE
12.5%, all liquids recognized two bands obtained with estimated molecular weights of
31 and 34 kDa and clone 3-12C CL9A also recognized a band with a molecular
weight of 19 kDa. In SDS-PAGE 15%, clone 1-6G CL10 maintained recognition of
only two bands of 31 and 34 kDa. The others recognized other bands, besides
these two. Protein bands with molecular weights similar to those found in this work
have been described in the literature in studies with serum from goats and sheep
infected with C. pseudotuberculosis. The resultant antibodies are potentially useful in
immunoassays, in order to further studies on the relationship between microorganism
and its host, and the possibility of producing a kit for the infection diagnosis.

KEYWORDS: Corynebacterium pseudotuberculosis, caseous lymphadenitis,
monoclonal antibodies, hydrophobic somatic antigen
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1 INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etiologico de diversas doencgas
cronicas infecto-contagiosas em diferentes espécies de mamiferos, sendo a
linfadenite caseosa (CLA) a mais importante delas (FONTAINE; BAIRD, 2008;
BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962), encontrada em caprinos e ovinos de
importantes areas do mundo (DORELLA et al.,, 2006). Esta patologia leva a
formacgéo de granulomas nos linfonodos superficiais e internos, e em alguns 6rgaos
como os pulmdes, figado e baco (PEPIN et al., 1994; SIMMONS et al.,1998).

Para a caprino-ovinocultura essa doenca se configura num sério problema, com
perdas econémicas evidenciadas através da diminui¢cdo de producéo de carne, leite
e 1a, da desvalorizacdo da pele devido as cicatrizes, do custo das drogas e da mao
de obra para tratar os granulomas superficiais, da condenacdo da carcaca e da

diminuicao da eficiéncia reprodutiva dos animais afetados (DORELLA et al., 2006).

Por ser uma doenca crénica, a linfadenite caseosa em geral tem um longo periodo
de incubacgdo, além de poder se iniciar em linfonodos internos ou em outras
visceras, onde nenhum sinal ou sintoma da doenca aparente se torna perceptivel,
dificultando ou impossibilitando o diagndstico clinico precoce desta enfermidade e a
separacdo entre animais infectados e nao infectados (BATEY, 1986a; BATEY;
SPEED; KOBES, 1986).

Os métodos diagndsticos e de controle da linfadenite caseosa ndo sao satisfatorios,
entretanto a vacinacdo € a maneira mais significativa de reduzir a infecgcdo (PATON
et al, 1995). HA muito tempo busca-se uma vacina capaz de induzir uma
imunoprotecao significativa. S8o diversas as tentativas feitas utilizando-se diferentes
adjuvantes e antigenos, como bactéria inteira, viva, morta e parede celular
(CARVALHO et al., 1990; BROGDEN; CUTLIP; LEHMKUHL, 1984; BROGDEN et
al., 1990; MEDRANO et al., 2003).

A busca por antigenos imunoprotetores de C. pseudotuberculosis por pesquisadores

tem sido desenvolvida em diversos paises. Neste sentido, o Laboratério de



18

Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA
(Labimuno), tem como uma das linhas de pesquisa, o estudo da imunidade a
infecgdo por Corynebacterium pseudotuberculosis, e tem desenvolvido trabalhos
para maior compreensao da resposta imune induzida pelo patégeno em caprinos e
ovinos inoculados experimentalmente (CARVALHO et al., 1990; MEYER et al., 2005;
PAULE et al, 2003; MOURA-COSTA et al., 2008).

O Labimuno tem buscado determinar proteinas antigénicas que podem vir a se
constituir potenciais imunogenos para o desenvolvimento de uma vacina eficaz.
Neste sentido, foram desenvolvidos métodos de producdo e extracdo de antigenos
de C. pseudotuberculosis (MOURA-COSTA et al., 2002; PAULE et al.,, 2004,
CERQUEIRA, 2006; MOURA-COSTA et al.,, 2008; PACHECO et al., 2011;
REBOUCAS et al.,, 2011; CARVALHO, 2012; SANTANA, 2012), entre elas, a
extracao dos constituintes hidrofobicos da massa bacteriana, que visa a obtencao de
constituintes proteicos e glicoproteicos da superficie do micro-organismo (membrana

e parede celular), mais especificos, e, portanto mais eficazes (BASTOS, 2011).

A tecnologia dos Hibridomas, desenvolvida em meados da década de 1970 a partir
do trabalho pioneiro de Kéhler e Milstein (1975), operou uma fantastica revolugdo na
area das Ciéncias Biolégicas (CAMBROSIO; KEATING, 1992). Estas biomoléculas
se tornaram uma grande ferramenta para a investigacao cientifica, para os testes de
imunodiagnostico e para o tratamento de diferentes condi¢cdes patoldgicas,
especialmente no cancer (CHADD; CHAMOW, 2001).

Neste trabalho, buscou-se a producdo de anticorpos monoclonais contra antigenos
obtidos a partir da extracdo da fracao hidrofébica de superficie da massa bacteriana
de C. pseudotuberculosis. Desta forma, os anticorpos monoclonais serdo de grande
importancia para uma fina caracterizacdo de tais moléculas, gerando assim
informacdes indispensaveis para uma adequada racionaliza¢cdo no desenvolvimento
de novos testes de diagnostico e de novos preparados vacinais. Estes anticorpos
monoclonais também serdo ferramentas valiosas para um melhor entendimento da
interagdo micro-organismo hospedeiro, uma vez que estes anticorpos poderao ser
marcados e usados no acompanhamento do processo infeccioso, em

imunohistoquimica ou em citometria de fluxo, dentre outras aplicacoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir anticorpos monoclonais contra antigeno somatico de superficie de

Corynebacterium pseudotuberculosis obtido por separac¢éo hidrofébica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir hibridomas a partir de células esplénicas de camundongos BALB/c
hiperimunizados com fragBes proteicas de um antigeno somatico hidrofébico
de Corynebacterium pseudotuberculosis obtidos por separacao hidrofébica,

usando como partner, células mielomatosas da linhagem SP2-0;

b) Caracterizar, por western blotting, a reatividade dos anticorpos monoclonais

obtidos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS MORFOTINTORIAIS E CULTIVO de Corynebacterium

pseudotuberculosis

A bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis foi inicialmente isolada por Nocard
em 1888 de uma lesdao em bovino e teve a sua primeira descrigdo completa
realizada por Preisz, que observou a semelhanga do micro-organismo com o bacilo
da difteria (DORELLA et al., 2006).

O género Corynebacterium pertence a familia dos Corynebacteriaceae da ordem
dos Eubacteriales (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962). C. pseudotuberculosis
€ uma bactéria mesofilica, com temperatura ideal de crescimento em torno de 37°C
(MOURA-COSTA, 2002), morfologicamente semelhante a outras corinebactérias
isoladas de animais e homens (BATEY, 1986b). E um bacilo Gram-positivo
(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962; WILLIAMSON, 2001; MOURA-COSTA,
2002; BAIRD; FONTAINE, 2007), disposto em pares ou em palicadas (BENHAM;
SEAMAN; WOODBINE, 1962; MOURA-COSTA, 2002), apresentando assim um
arranjo conhecido como “letras chinesas” (BROWN; OLANDER, 1987; BAIRD;
FONTAINE, 2007). Frequentemente possuem granulos metacromaticos (BENHAM;
SEAMAN; WOODBINE, 1962; BROWN; OLANDER, 1987), sdo imoveis, nao
esporulados, ndo capsulados, aerébios, microaeroéfilos ou anaerdbios facultativos
(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962; DORELLA et al., 2006). Sdo muitas vezes
referidos como difteréides (BROWN; OLANDER, 1987).

C. pseudotuberculosis € um bacilo pleomérfico, medindo de 0,5 — 0,6 pum por 1,0 —
3,0 um (BROWN; OLANDER, 1987; DORELLA et al., 2006; BAIRD; FONTAINE,
2007) podendo apresentar formas cocoides, em hastes filamentosas ou bastonetes.
Em culturas jovens ha a predominancia de pequenos coco-bacilos com dimensdes
bastante uniforme, enquanto que, em culturas mais antigas, h4 uma tendéncia a
apresentar a forma de bacilos (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962).
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C. pseudotuberculosis € um micro-organismo Gram-positivo, mas ha uma variacao
no grau de retencdo do corante. Dessa forma, a coloragcdo pode ser irregular,
apresentando manchas (BAIRD; FONTAINE, 2007).

Em meio sélido sdo observadas pequenas coldnias circulares de coloracdo branco-
acinzentada apds 24 horas de incubacdo a 37°C. ApoOs 48 horas, essas coldnias
possuem aspecto opaco, com uma protuberancia arredondada no centro e de
margem lisa ou ligeiramente irregular (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962).
Alguns autores descrevem as colonias com coloracdo amarelada (BAIRD;
FONTAINE, 2007). As colbnias sdo secas, de consisténcia friavel, sendo facilmente
movidas pela superficie do agar (BROWN; OLANDER, 1987; BAIRD; FONTAINE,
2007). Anéis concéntricos podem ser observados (DORELLA et al., 2006).

O crescimento é pobre em meio béasico, sendo beneficiado pela adicdo de sangue
ou soro (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962; BAIRD; FONTAINE, 2007), pois
se trata de um micro-organismo exigente do ponto de vista nutricional (MOURA-
COSTA, 2002). A adicdo de 10% de soro ou sangue de boi ou cavalo propicia um
crescimento mais abundante, mas nao altera as caracteristicas gerais das coldnias
(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962). Com a adicdo de sangue no meio,
observa-se uma (B-hemdlise em volta das colonias, que pode ser visivel apenas apés
48-72 h de incubacdo, e a presenca de um pigmento amarelo nas colénias (BAIRD;
FONTAINE, 2007). C. pseudotuberculosis tem crescimento acentuado em agar BHI
e caldo BHI, principalmente quando ha a adicao de extrato de levedura, triptona ou
lactoalbumina (MOURA-COSTA, 2002).

Devido a natureza hidrofobica de sua camada exterior (BROWN; OLANDER, 1987),
em meio liquido o crescimento é observado atraveés da formacdo de uma camada
fragil e fina na superficie do meio, sem aderéncia a parede do tubo, com coloracéo
branco-acinzentada e apresentando um depdésito granular ao fundo, sem causar
turvacdo do meio. Ao realizar agitacao, fragmentos da pelicula sdo depositados ao
fundo do tubo, sendo impossivel obter uma suspensdo homogénea, dificultando
assim a contagem de células viaveis e padronizacdo do inéculo. A formagéo de uma

pelicula mais densa, segundo alguns autores, esta associada a uma maior viruléncia
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(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962; MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al.,
2006).

3.2 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

C. pseudotuberculosis pode ser caracterizado por provas bioguimicas, apresentando
producéo de catalase (SONGER et al., 1988; MOURA-COSTA, 2002), producao de
urease (MUCKLE; GYLES, 1982; MOURA-COSTA, 2002) e oxidase negativa ,
engquanto que a reducao de nitrato em nitrito é variavel (BROWN; OLANDER, 1987).
A maioria das cepas de equinos e bovinos possui a capacidade de reduzir nitrato a
nitrito, ao contrario dos isolado de ovinos e caprinos (WILLIAMSON, 2001; BAIRD;
FONTAINE, 2007), podendo assim dividi-los em biovar equi e biovar ovis,
respectivamente (SONGER et al., 1988).

Nenhum dos processos de fermentacdo apresenta gas como produto metabdlico,
mas ha producdo de &cido a partir da glicose, manose, (BENHAM; SEAMAN;
WOODBINE, 1962; MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al., 2006) e galactose
(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962). Benham, Seaman e Woodbine (1962)
afirmam que os processos de fermentacdo sdo variaveis para maltose, lactose,
sacarose e frutose. De acordo com Songer e colaboradores (1988), estas diferencas
quanto a fermentacdo de carboidratos podem ser atribuidas a diversidade entre as

linhagens ou as metodologias usadas pelos diversos autores.

O Sistema API Coryne (bioMérieux) € um método utilizado para a identificacdo de
bactérias corineformes, sendo composto de 20 tubos com substratos para a
realizacdo de 11 testes enzimaticos e 8 testes de fermentacdo de carboidratos. De
acordo com este sistema de identificagdo 100% das linhagens de C.
pseudotuberculosis fermentam a glicose, 80% fermentam a maltose e nenhuma

linhagem fermenta sacarose ou lactose (DORELLA et al., 2006).

3.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA LINFADENITE CASEOSA
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Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etiolégico de infecgées cronicas em
diferentes espécies de mamiferos. A economicamente mais importante dessas é a
linfadenite caseosa (CLA) (FONTAINE; BAIRD, 2008; BENHAM; SEAMAN;
WOODBINE, 1962), encontrada em ovelhas e caprinos de diversas areas do mundo
(DORELLA et al., 2006).

A linfadenite caseosa € caracterizada pela formacdo de granulomas nos linfonodos
superficiais e profundos podendo acometer outros 6rgdos como pulmdes, baco e
figado (BATEY, 1986b, MOURA-COSTA, 2002; FONTAINE; BAIRD, 2008). O micro-
organismo se espalha pelo sistema linfatico para o sitio secundario, como linfonodos
regionais e O6rgdos internos, onde acarreta o aparecimento de granulomas
secundarios (WILLIAMSON, 2001).

A manifestacdo externa da linfadenite caseosa (Figura 1) é a forma mais frequente
da doenca, causando a formacdo de granulomas nos linfonodos superficiais e no
tecido subcutaneo (WILLIAMSON, 2001; FONTAINE; BAIRD, 2008). Estes
granulomas aumentam de volume, apresentam necrose na sua parte interna e uma
capsula fibrosa a sua volta (FONTAINE; BAIRD, 2008).

Figura 1: Granuloma de Linfadenite Caseosa em Linfonodo da Par6tida (MOURA-COSTA, 2007)

A forma interna da doenca (Figura 2) é caracterizada pela formacéo de lesdes que
nao sdo externamente observadas, com o desenvolvimento de granulomas nos

linfonodos internos. Essa forma da doenca pode atingir 6rgdos como pulmdes, rins,
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figado, baco (WILLIAMSON, 2001; DORELLA et al., 2006; FONTAINE; BAIRD,
2008), glandulas mamarias e, menos frequentemente, Utero, testiculos, cérebro,
coracao, medula espinhal e articulagdes (FONTAINE; BAIRD, 2008). Os ovinos sao
mais propensos a apresentar lesdes pulmonares, hepéticas e renais do que 0s
caprinos. As lesdes pulmonares podem ser subclinicas ou associadas a sinais de
broncopneumonia (WILLIAMSON, 2001). A manifestacdo interna € considerada a
forma menos frequente, porém mais grave da doenca (BROWN; OLANDER, 1987),
podendo ser subclinica ou, comumente, associada com a perda de peso
(WILLIAMSON, 2001).

C

Figura 2: Granuloma De Linfadenite em: (A) Pulm&o; (B) Baco; (C) Figado; (D) Linfonodo Aértico-lombar (MOURA-COSTA,
2007)

A CLA externa € mais comumente encontrada em caprinos, ocorrendo com mais
frequéncia nos linfonodos externos da cabeca e do pescoco, enquanto que 0s
ovinos tendem a desenvolver a forma visceral da doenca, principalmente nos
linfonodos subiliaco e cervical superficial (WILLIAMSON, 2001).
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O tamanho das lesbes € variavel e, provavelmente, depende de varios fatores,
incluindo o namero inicial de micro-organismos, a quantidade de lipidios citotoxicos

acumulados durante o desenvolvimento e a taxa de multiplicacdo (BATEY, 1986b).

A infec¢@o pode vir a produzir poucos sinais clinicos, sendo identificada somente
apos ter sido realizado um exame post-mortem. Os animais infectados sdo muitas
vezes aparentemente saudaveis (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962;
DORELLA et al., 2006).

Os granulomas podem sofrer ruptura, drenando o material caseoso através de
fistulas. A ferida sofre cicatrizacdo lenta, deixando no animal uma cicatriz no local
em que houve a ruptura da lesdo. Todo animal deve ser cuidadosamente
inspecionado antes da adi¢cdo ao rebanho, sendo rejeitado caso haja granulomas ou
cicatrizes externas sobre centros linfaticos (WILLIAMSON, 2001).

A doenca pode apresentar recidiva como resultado da disseminacdo de C.
pseudotuberculosis apds um periodo significativo de aparente laténcia (FONTAINE;
BAIRD, 2008). Os granulomas muitas vezes recorrem meses ou anos mais tarde, no
mesmo animal, como resultado da incapacidade deste em eliminar totalmente a
infeccdo (WILLIAMSON, 2001).

Além das manifestacdes mais frequentes de infeccéo por C. pseudotuberculosis, 0
micro-organismo pode ser o agente causador da mastite e também tem sido
associado como causa de aborto em ovinos (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE,
1962; BROWN; OLANDER, 1987; FONTAINE; BAIRD, 2008). C. pseudotuberculosis
ja foi identificado em tecidos e dentro do conteido do estébmago de fetos ovinos
(FONTAINE; BAIRD, 2008).

C. pseudotuberculosis também é conhecido como o agente causador da linfangite
ulcerativa em equinos, além de provocar granulomas peitorais, inguinais e
abdominais nestes animais (BROWN; OLANDER, 1987; WILLIAMSON, 2001). O
micro-organismo ja foi relatado em infeccbes em outros animais como bovinos,

bufalos, camelos, suinos, veados, mulas, rinocerontes, roedores, macacos e seres
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humanos (BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962; WILLIAMSON, 2001; DORELLA
et al., 2006).

Infecgcbes humanas por C. pseudotuberculosis sado raras e normalmente ocorrem
durante uma exposi¢cao ocupacional (WILLIAMSON, 2001), ocorrendo em pastores
de ovelhas e trabalhadores de matadouros (BROWN; OLANDER, 1987). A infeccéo
geralmente se manifesta como aumento de volume dos linfonodos axilares ou
linfonodos inguinais superficiais, de acordo com a inoculagdo do membro
correspondente (BROWN; OLANDER, 1987). Na maioria dos casos, o tratamento
consiste na retirada cirargica dos linfonodos afetados, seguido de antibioticoterapia
(WILLIAMSON, 2001; ABREU et al., 2008).

A associagao da penicilina ou da eritromicina com a rifampicina torna-se a melhor
escolha de tratamento, pois a rifampicina € altamente lipossoluvel, conseguindo
penetrar nas massas piogranulomatosas. A eritromicina mostrou melhores
resultados para o tratamento das infeccdes em humanos do que a penicilina
(WILLIAMSON, 2001).

Granulomas sdo bastante resistentes a antibioticoterapia devido a presenca da
capsula espessa. Para diminuir a probabilidade de recidiva de granulomas externos
e para o tratamento de manifestacdes internas € necessario um periodo de quatro a

seis semanas com antibioticoterapia sistémica (WILLIAMSON, 2001).

3.4 TRANSMISSAO DA DOENCA

A principal porta de entrada de C. pseudotuberculosis, de acordo com a maioria dos
autores, é a pele, decorrente da presenca de pequenas feridas e abrasfes e tendo a
distribuicdo dos granulomas nas carcacas como indicio deste fato (BENHAM;
SEAMAN; WOODBINE, 1962; BATEY, 1986b; FONTAINE; BAIRD, 2008).
Williamson (2001) afirma que o micro-organismo também pode penetrar através das

mucosas ou até mesmo da pele intacta.
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A ruptura das lesdes superficiais € um fator importante para a transmissdo da
doenca (BATEY, 1986b; DORELLA et al., 2006), pois o numero de micro-
organismos viaveis contidos no material purulento das les6es rompidas esta entre 1
x 10° e 5 x 10’ por grama de material caseoso (BROWN; OLANDER, 1987). A
ruptura desses granulomas causa a contaminacdo da pele e da |& dos animais,
podendo assim gerar a infecgéo cruzada entre os animais do rebanho, pois o micro-
organismo permanece vivo na la& apos a supuracdo (BENHAM; SEAMAN;
WOODBINE, 1962; FONTAINE; BAIRD, 2008).

Os aparelhos de corte utilizados no tratamento dos animais podem servir para a
transmissdo da doenca, caso ndo sejam devidamente descontaminados. Feridas
superficiais contaminadas ocorridas durante os procedimentos de corte, castracao,
marcagdes auriculares e lutas dentro do rebanho, além de eventos trauméticos,
também acarretam na propagacdo da doenca (WILLIAMSON, 2001; FONTAINE;
BAIRD, 2008).

O procedimento de mergulho dos animais para a eliminacdo de ectoparasitas € outro
fator de risco para a propagacdo do micro-organismo, pois este consegue
permanecer vivo na solugdo de imersdo por um periodo de 24 horas, sendo esta
muitas vezes reutilizada para diversos animais. A transmissao ocorre pela
penetracdo através da pele molhada, mesmo na auséncia de feridas superficiais
(WILLIAMSON, 2001).

Lesbes das amigdalas e em linfonodos retrofaringeos em caprinos também podem
servir como forma de disseminacdo (BATEY, 1986b). A infeccdo por C.
pseudotuberculosis também pode ocorrer através da inalacdo (BENHAM; SEAMAN,;
WOODBINE, 1962; BROWN; OLANDER, 1987; WILLIAMSON, 2001), evidenciado
pela preponderancia do comprometimento pulmonar na presenca de lesdes internas
(BROWN; OLANDER, 1987), ou pela ingestdo do micro-organismo, que pode
penetrar através de les6es na mucosa oral ou ser ingerido (WILLIAMSON, 2001).

A introducdo de um animal infectado em um rebanho leva ao aparecimento de
granulomas nos animais em um periodo de dois a trés anos, tornando-se muito dificil
a erradicacao da infecgéo (AYERS, 1977).
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A remocdo cirargica dos granulomas evita a contaminacdo do meio ambiente, sendo
que o material purulento deve ser coletado em uma luva plastica ou saco e devem
ser eliminados através da incineracdo. O animal deve ser isolado por 30 dias, até a
cicatrizagdo completa da lesao, para evitar contaminacao cruzada entre os animais
(WILLIAMSON, 2001).

C. pseudotuberculosis possui a capacidade de sobreviver durante varias semanas
no ambiente, contribuindo para a propagacéo no interior do rebanho (DORELLA et
al., 2006). A sobrevivéncia do micro-organismo é reforcada quando misturado com
determinados fomites como madeira, palha e fezes, e em condi¢cdes de umidade,
baixas temperaturas e sombra (WILLIAMSON, 2001).

3.5 OS ANTIGENOS E OS MECANISMOS DE PATOGENESE

C. pseudotuberculosis produz uma potente exotoxina, conhecida como fosfolipase D
(PLD), que tem sido considerada como o maior fator de viruléncia desse micro-
organismo (DORELLA et al., 2006). Ela hidrolisa a esfingomielina (um dos lipideos
da membrana celular) a fosfato de ceramida e colina, resultando em uma
desorganizacdo da membrana suficiente para causar a lise celular (BROWN,;
OLANDER, 1987). A exotoxina é um importante fator de aumento da permeabilidade
vascular (WILLIAMSON, 2001) e a saida de plasma de peguenos vasos sanguineos
no local da infeccdo aumenta a probabilidade do micro-organismo se espalhar para
0s nodulos linfaticos regionais (BROWN; OLANDER, 1987).

Segundo alguns autores, a atividade da enzima fosfolipase sobre membranas
celulares locais poderia induzir a permeabilidade e facilitar a captacdo pelos
fagocitos e a transferéncia via sistema linfatico. A inflamacdo em ovinos tém
demonstrado o aumento da permeabilidade vascular, do fluxo linfatico, dos niveis de
prostaglandinas e de polimorfonucleares no linfonodo local, facilitando a disperséo

do micro-organismo através dos canais linfaticos (BATEY, 1986b).
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A fosfolipase D provoca lesdo dermonecrética, danos e destruicdo de macrofagos e,
em maiores doses, é letal para diferentes espécies de laboratério e animais
domésticos (DORELLA et al., 2006).

A PLD é capaz de inibir a hemolise causada pela beta-lisina produzida pelo
Staphylococcus aureus (BATEY, 1986b; BROWN; OLANDER, 1987) possivelmente
por competitivamente pelo sitio alvo na membrana do eritrdcito, visto que as duas
toxinas séo esfingomielinases (BROWN; OLANDER, 1987).

Quando a fosfolipase D de C. pseudotuberculosis age em conjunto com alguns tipos
de fosfolipases C, ocorre a chamada hemdlise sinérgica. A fosfolipase C causara
uma degradacdo ainda maior da fosfo-ceramida, proveniente da clivagem da
esfingomielina pela fosfolipase D (BROWN; OLANDER, 1987).

A quantidade de exotoxina produzida varia entre diferentes linhagens e
experimentos evidenciam que a utilizacdo de uma antitoxina € capaz de neutralizar a
acao da fosfolipase D (BROWN; OLANDER, 1987), impedido a disseminacéo de C.
pseudotuberculosis no hospedeiro, mas sendo incapaz de prevenir 0

desenvolvimento dos granulomas (DORELLA et al., 2006).

C. pseudotuberculosis ndo produz cépsula como protecdo, mas em vez disso
desenvolve uma camada de &cido corinemicolico na superficie da parede celular
(BAIRD; FONTAINE, 2007) que fornece protecdo mecanica e, possivelmente,
bioquimica ao micro-organismo (WILLIAMSON, 2001). O alto teor lipidico da parede
celular funciona como fator piogénico, além de permitir que ele resista a digestao por
enzimas celulares e persista como um parasita intracelular facultativo, resultando
assim na formagdo do granuloma. Além disso, essa camada lipidica possui
propriedades toxicas necrosantes que desempenham um importante papel na
patogenicidade (BROWN; OLANDER, 1987; WILLIAMSON, 2001; BAIRD;
FONTAINE, 2007).

A toxicidade dos lipidios extraidos da parede celular tem sido demonstrada pela
inducéo de necrose hemorragica apos injecao intradérmica em cobaias. Um estudo

realizado em ratos com 25 isolados de C. pseudotuberculosis propds uma relacdo



30

direta entre a percentagem de lipidios de superficie com a inducdo de granulomas
(DORELLA et al., 2006).

De acordo com a literatura, a remocao dos lipidios da parede celular ndo diminui a
viabilidade do micro-organismo e a atenuacao gerada por repiques sucessivos pode
estar relacionada a um estreitamento desta camada lipidica (MOURA-COSTA,
2002).

Ao contrario do acido micdélico quimicamente semelhante de Mycobacterium
tuberculosis, que € letal em injecdo em animais, os lipidios de C. pseudotuberculosis
sao limitados em seus efeitos a citotoxicidade local e ndo produzem evidéncias de
toxicidade sisttmica nem mesmo em grandes doses aplicadas em cobaias, que

seriam altamente suscetiveis ao organismo viavel ou a exotoxina (BATEY, 1986Db).

E provavel que a fosfolipase D e a superficie lipidica da parede celular estejam
conjuntamente envolvidas na estimulacdo da resposta do hospedeiro a infeccéo
intensa, mas qualquer um deles seria suficiente para induzir a inflamagéo, mesmo
gue isoladamente (BATEY, 1986Db).

O progresso da infeccdo envolve fagocitose, multiplicacdo intracelular de C.
pseudotuberculosis e degeneracéo celular das células do hospedeiro, constituindo a
base das lesdes cronicas (BATEY, 1986b).

3.6 O ANTIGENO SOMATICO HIDROFOBICO

Antigenos nédo-proteicos podem ser promissores no desenvolvimento de testes de
imunodiagndstico e vacinas, como evidenciado em estudos realizados com
Mycobacterium tuberculosis. A estrutura da parede celular das corinebactérias
contém acidos corinemicolicos, peptidoglicanos, glicolipideos e arabinogalactanos,
componentes que apresentam importantes fun¢des imunoldgicas (HAMASUR et al.,
2003; MISHRA et al., 2007; MISHRA et al., 2008). Os glicoconjugados s&o

constituintes da bicamada lipidica das membranas celulares e sdo formados pela
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associacdo de residuos de aclUcares com proteinas e/ou lipideos. Os
glicoconjugados tém sido alvo de pesquisas pelo fato de serem mediadores da
relacdo dos patdgenos intracelulares com as células hospedeiras, sendo importantes
para o reconhecimento, adeséao, invasdo e modulacdo da resposta imune (ROPERT;
GAZZINELI, 2000).

Giraldo e colaboradores (2002) aplicaram uma metodologia de extracdo de
glicoconjugados da superficie de Toxoplasma gondii, utilizando essas moléculas
para posteriores testes de imunodiagnostico como ELISA e imunofluorescéncia. Nos
testes com os glicoconjugados, os resultados apresentaram especificidade e
capacidade de discriminar entre a fase aguda da infeccdo e a persisténcia do
protozoario no organismo. Além disso, foram capazes de eliminar resultados falso-
positivos, encontrados nos testes comercialmente disponiveis. Este estudo
demonstrou que os glicoconjugados sdo antigenos reconhecidos pelo sistema imune

desde a fase aguda das infeccdes.

Baseando-se nos estudos que evidenciam 0s potencias biotecnologicos dos
glicoconjugados, Bastos (2011) adaptou a metodologia aplicada por Giraldo e
colaboradores (2002), estabelecendo um protocolo de extragéo que foi utilizado para
a avaliagcdo do perfil das moléculas estruturais hidrofébicas de C. pseudotuberculosis
de cepas de baixa e alta viruléncia. Neste experimento foram identificados antigenos
promissores para o desenvolvimento de testes de diagndsticos, com moléculas
estruturais com reatividade no immunoblot e no ELISA indireto. O protocolo de
extracdo das moléculas estruturais hidrofébicas gera quatro fracbes de antigenos

diferentes: F1, F2, F3 e F4, sendo F3 a fracdo mais proteica.

3.7 ASPECTOS DA RESISTENCIA E IMUNIDADE

Apoés invadir o hospedeiro, C. pseudotuberculosis € fagocitado e sobrevive no
interior do macrofago, escapando da destruicdo mediada pelo sistema imune do
individuo e gerando uma infecgéo persistente (FONTAINE; BAIRD, 2008).
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A natureza da imunidade protetora foi primeiramente estudada a partir da
administracdo de numeros variados de C. pseudotuberculosis em camundongos,
guando se pbde observar a presenca de macrofagos maduros e ativados nas lesées
durante a eliminacdo da infeccdo. A partir desse experimento foi possivel concluir
qgue a imunidade celular estava associada com o0 aparecimento da resisténcia
adquirida (BROWN; OLANDER, 1987).

A imunidade a C. pseudotuberculosis parece ocorrer tanto pela resposta humoral
quanto mediada por células (MOURA-COSTA et al., 2008). A primeira foi
evidenciada pelo efeito protetor de anticorpos ap0s imunizacdo. J4 a resposta
imunologica mediada por células péde ser constatada através do surgimento de

macrofagos ativados durante infeccao e reinfeccédo (BATEY, 1986b).

A resposta mediada por células (linfocitos e macréfagos) é provavelmente a grande
responsavel pela eliminacdo do micro-organismo, fazendo com que a ativacdo desta

resposta seja necessaria para suprimir uma infeccéo recente (WILLIAMSON, 2001).

Em estudo realizado com camundongos, ficou evidenciando a importancia de
linfécitos T CD 4 e T CD 8 no processo de resisténcia a infeccdo, através da
producado de interferon-y e TNF-a, e da lise de células infectadas. Neste trabalho, a
administracdo de anticorpos anti-CD4, anti-CD8, anti-interferon-y e anti-TNF-a levou
ao aumento da disseminacdo de C. pseudotuberculosis pelo organismo e,
consequentemente, o aumento da letalidade da infeccdo nos murinos (LAN et al.,
1998).

No processo de fagocitose, C. pseudotuberculosis sobrevive dentro do macréfago.
Essa sobrevivéncia é decorréncia da presenca da espessa camada lipidica, que
impede o processo de digestdo pelo macréfago (WILLIAMSON, 2001; BROWN,;
OLANDER, 1987). Inicia-se entdo o processo de formag&do do granuloma, que
consiste de um centro necrotico, circundado por uma camada de macrofagos,
seguida de uma camada de linfocitos, e por fim, delimitado por uma capsula de
tecido fibroso (PEPIN et al., 1994). A presenca dos granulomas tem como principal
funcéo limitar a disseminacao do micro-organismo, diminuindo assim a propagacéao
da infeccdo (BATEY, 1986a).
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Diversos estudos investigaram a resposta imune humoral contra C.
pseudotuberculosis, identificando as fracdes antigénicas responsaveis pela
producdo de anticorpos protetores. Ellis e colaboradores (1991) utilizaram proteinas
extraidas do sonicado da massa bacteriana de cultura como antigeno em um
western blotting para a avaliacdo de soros de ovinos naturalmente infectados. Foi
possivel identificar a presenca de 11 antigenos com pesos moleculares de 20kDa,
22,4kDa, 31,6kDa, 35,5kDa, 36,3kDa, 39,8kDa, 45,7kDa, 56,2kDa, 63,1kDa,
79,4kDa e 100kDa. Quando utilizado o sobrenadante da cultura, 5 antigenos de
pesos moleculares de 20kDa, 25,1kDa, 31,6kDa, 39,8kDa e 63,1kDa foram

identificados.

Vale e colaboradores (2003) utilizaram extratos obtidos a partir de sonicado de
cultura de uma cepa selvagem e uma cepa considerada atenuada (1002) de C.
pseudotuberculosis como antigeno em western blotting com soros de caprinos,
comparando-se o padrdo de reconhecimento antigénico de animais naturalmente
infectados e animais imunizados ao longo de 12 meses. Os dois grupos
apresentaram o mesmo padrdo de reconhecimento, com a deteccdo de bandas
proteicas com pesos moleculares de 21 kDa, 24 kDa, 28 kDa, 31.5 kDa, 36 kDa, 68
kDa, 72 kDa, 76 kDa e 92 kDa.

Mecanismos de defesa inata sdo capazes de eliminar infec¢Bes precoces, porém,
uma infeccao estabelecida pode persistir no animal, apesar de uma ativa imunidade
humoral e celular (WILLIAMSON, 2001).

Estudos demonstraram que a imunizagédo por uma linhagem atenuada foi capaz de
induzir uma resisténcia efetiva na cavidade peritoneal de camundongos. A infeccao
metastatica do baco por desafio peritoneal em camundongos pbéde ser prevenida

através da prévia infeccdo dos mesmos sobre a pele (BATEY, 1986b).

A vacinagcdo de caprinos com exotoxina formalizada, ou seja, com PLD inativa,
impediu a propagacdo de bactérias apds desafio experimental (DORELLA et al.,

2006). Os anticorpos anti-exotoxina protegem contra danos teciduais e
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disseminagédo do micro-organismo (WILLIAMSON, 2001). Especula-se o efeito

protetor causado pela antitoxina (BATEY, 1986b).

As vacinas atualmente disponiveis comercialmente tém como principal funcao ativar
uma resposta humoral, servindo para limitar a disseminacdo de C.
pseudotuberculosis ou impedir o estabelecimento de infec¢cdo em animais vacinados
antes da exposi¢cdo ao micro-organismo. A vacinacdo tem se mostrado Util para
limitar a propagagdo de C. pseudotuberculosis em rebanhos de ovinos, quando
utilizada juntamente com o abate de animais infectados. Vacinas de DNA foram
estudadas em ovinos e apresentaram resultados iniciais promissores (WILLIAMSON,
2001).

3.8 TESTES DIAGNOSTICOS PARA LINFADENITE CASEOSA

A cultura bacteriolégica é utilizada como padrdo ouro para confirmar o diagndstico
de linfadenite caseosa e distinguir C. pseudotuberculosis de Actinomyces pyogenes,
outro micro-organismo responsavel pela producédo de granulomas. A amostra pode
ser obtida através da raspagem do material caseoso proveniente da ruptura do
granuloma ou pela aspiracdo asséptica de um granuloma externo fechado
(WILLIAMSON, 2001).

Uma das primeiras tentativas de criar um teste capaz de avaliar a resposta humoral
a exotoxina foi realizada através da injecao por via intradérmica de pequenas doses
da exotoxina de C. pseudotuberculosis em 100 ovelhas com a CLA, mas 0s
resultados foram pouco confidveis por terem apresentado reacdes irregulares
(BROWN; OLANDER, 1987).

O teste da inibicdo da anti-beta-hemolise (AHI ou BHI) é realizado adicionando a
hemolisina estafilococica em diluicdes de soro teste incubadas com uma quantidade
determinada de exotoxina. A ocorréncia de hemolise ir4 evidenciar a presenca de

anticorpos, pois a exotoxina de C. pseudotuberculosis ndo terd como ocupar o sitio
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do receptor de membrana do eritrcito e impedir que a hemdlise ocorra na presenca
da beta-lisina (BROWN; OLANDER, 1987).

Outro teste diagnostico € a inibicdo da hemdlise sinérgica (SHI). Neste teste, sédo
colocados discos de papel filtro contendo o soro teste com uma quantidade padrao
da exotoxina de C. pseudotuberculosis em placas de agar sangue com exotoxina de
Rhodococcus equi. A ocorréncia da hemdlise em torno do disco é indicativa da
auséncia de anticorpos. O teste apresenta resultado positivo até mesmo em animais
na fase subclinica da doenca e possui uma sensibilidade de 98% em caprinos e 96%
em ovinos (BROWN; OLANDER, 1987). Titulos a partir de 1:512 s&do altamente
correlacionados a granulomas internos, mas qualquer titulo superior a 1:4 é

sugestivo de exposicao e, possivelmente, infeccao (WILLIAMSON, 2001).

Um estudo comparativo entre seis antigenos diferentes de C. pseudotuberculosis
para utilizacdo em diagndstico por ensaio imunoenzimatico (ELISA) concluiu que a
deteccdo de anticorpos para a exotoxina foi o0 método mais sensivel (BROWN;
OLANDER, 1987).

Outros testes de ELISA utilizando antigenos somaticos ou secretados por C.
pseudotuberculosis foram propostos para diagnéstico da linfadenite caseosa.
Carminati e colaboradores (2003) desenvolveram um teste de ELISA usando o
antigeno secretado pela cultura de C. pseudotuberculosis em caldo BHI e
determinaram a sensibilidade e a especificidade, respectivamente, de 93,5 e 100 %,

em caprinos.

Os anticorpos maternos podem dar um resultado falso-positivo em animais com até
seis meses de idade em rebanhos infectados, assim como este mesmo resultado
também pode ser encontrado em animais previamente vacinados. Animais com
acometimento pulmonar podem ser diagnosticados através de radiografia e
aspiracao transtraqueal. Granulomas em outras visceras exigem ultra-sonografia
para visualizacdo (WILLIAMSON, 2001).

3.9 PREVALENCIA E IMPORTANCIA ECONOMICA DA LINFADENITE CASEOSA
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Existe uma alta prevaléncia de linfadenite caseosa nos rebanhos de caprinos do
Nordeste do Brasil, resultando em grandes prejuizos nesta area do pais, visto que a
caprinocultura € uma das principais atividades econdmicas dos pequenos criadores
da regido (RIBEIRO et al., 1988). A doenca também é descrita em paises de outros
continentes onde existe a criacdo de ovinos e caprinos como na Europa, Oriente
Médio, Leste da Australia, Africa e nas Américas (FONTAINE; BAIRD, 2008).

A linfadenite caseosa é causa de significativas perdas econémicas em todo o mundo
devido a reducdo de carne, l1& e producdo de leite, diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva dos animais afetados e condenacédo de carcacas e peles (DORELLA et
al., 2006).

As infecc¢des por C. pseudotuberculosis em diferentes partes do mundo podem ter
tido uma origem Unica e podem ter sido disseminadas pelo mundo através da
exportacdo de ovinos por poténcias coloniais, baseando-se em evidéncias da
relagdo genotipica muito préxima entre isolados de caprinos e ovinos de diversas
partes do mundo (FONTAINE; BAIRD, 2008).

A Australia possui uma média de prevaléncia de linfadenite caseosa de 26% em
ovinos adultos, enquanto que em matadouros canadenses foi encontrada uma taxa
de 25% de animais infectados entre os ovinos abatidos (DORELLA et al., 2006).

Devido a densa cépsula que reveste os granulomas, o controle da doencga por meio
do uso de antibidticos fica bastante limitada, pois 0 acesso destes as bactérias
viaveis é muito dificil (BROWN; OLANDER, 1987; DORELLA et al., 2006). Dessa
forma, as melhores alternativas para o controle da doenca séo a identificacdo e a
remocao dos animais infectados nos rebanhos e a vacinacdo dos animais saudaveis
(DORELLA et al., 2006).

3.10 ANTICORPOS MONOCLONAIS
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3.10.1 Definicao

Um conceito inicial importante a ser considerado é que cada molécula de anticorpo é
especifica para um Unico epitopo. Além disso, cada anticorpo é o produto de um
anico clone de células B. Assim, um anticorpo de especificidade Unica, derivado de
um unico clone de células B, é denominado um anticorpo monoclonal (NELSON et
al., 2000).

A tecnologia de producéo dos AcM foi desenvolvida em 1975, por Georges Kdhler e
Cesar Milstein, a partir da imunizacdo de um animal para obtencdo de células B
produtoras de anticorpos e a posterior fusdo destes linfocitos B com uma célula de
mieloma, gerando um hibridoma, que é capaz de viver por tempo indeterminado e
secretar anticorpos da especificidade desejada (KOHLER; MILSTEIN, 1975).

3.10.2 Producéao dos anticorpos monoclonais

Métodos de conferir imortalidade para as células B tém sido investigados. Com
efeito, a imortalidade pode ser realizada por meio de transformacéo viral (por
exemplo, utilizando o virus Epstein-Barr) ou por fusdo com células cancerosas para
gerar hibridos ou hibridomas. Em geral, a transformacéo viral é utilizada para a
imortalizacdo de células de sangue periférico e producao de anticorpos monoclonais
humanos, enquanto que as células de mieloma séo essencialmente utilizadas para a

producédo de anticorpos monoclonais murinos (NELSON et al., 2000).

Neste ultimo procedimento, camundongos BALB/c sdo imunizados com um antigeno
conhecido ou uma mistura de antigenos conhecidos, juntamente com um adjuvante,
age como potenciador ndo-especifico do sistema imune. Os exemplos tipicos
incluem os adjuvantes completo e incompleto de Freund e Titer-Max®. As células de
baco dos camundongos s&o fundidas com uma linhagem celular de mieloma

deficiente na enzima hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase  (HGPRT)
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(NELSON et al., 2000), usando substancias que facilitam a fusdo das membranas
plasmaticas, como por exemplo o polietilenoglicol (PEG). Essa fusdo permite a
formacdo de células hibridas que detém cromossomos dos dois tipos celulares
originais. E importante salientar que o mieloma utilizado ndo secreta suas proprias
imunoglobulinas. E necessario permitir a sobrevivéncia apenas dos hibridos
imortalizados, que serdo entdo cultivados em clones celulares Unicos e avaliados
guanto a secrec¢ao do anticorpo de interesse (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

O meio de selegdo contém hipoxantina, aminopterina e timidina e é,
portanto, denominado HAT. A maioria das células apresenta duas vias de
sintese de purina, a via de novo, que precisa de tetra-hidrofolato, e a via
secundaria, que usa a enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase
(HGPRT). Células de mieloma que ndo possuem HGPRT sdo usadas na
fusdo, e normalmente sobrevivem utilizando a sintese de novo de purina.
Na presenca de aminopterina, o tetra-hidrofolato ndo é sintetizado,
danificando a sintese de novo de purina e também a biossintese de
pirimidina. As células hibridas recebem HGPRT dos esplendcitos e
apresentam a capacidade proliferacdo incontrolavel do mieloma; caso
recebam hipoxantina e timidina, estas células podem sintetizar DNA na
auséncia de tetra-hidrofolato. Assim, apenas células hibridas sobrevivem no
meio HAT (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011, p. 98).

Infelizmente, alguns hibridomas séo instaveis. Desta forma, uma atenc¢do meticulosa
deve ser dada para o exame visual de hibridomas utilizando um microscoépio
invertido (NELSON et al., 2000).

Uma etapa de triagem € necesséria para identificar e selecionar os hibridomas que
produzem anticorpos da especificidade apropriada. E utilizado um sistema de
rastreio rapido, como o ensaio de imunoadsor¢cdo enzimatica (ELISA), que utiliza o
sobrenadante da cultura do hibridoma para testar a reatividade e especificidade do
anticorpo. Os hibridomas selecionados passam por um processo de expansao,
necessaria ndo s6 para manter o bem-estar dos hibridomas, mas também para
fornecer células suficientes para a criopreservacdo e sobrenadante para futuras
investigagdes (NELSON et al., 2000).
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Antes de qualquer trabalho adicional, é muitas vezes necesséria a reclonagem dos
hibridomas (por diluicdo limitante), porque uma cultura original pode conter pelo
menos duas populacdes de células B fundidas. Em consequéncia desta situacao,
poderiam ser obtidos resultados ambiguos de anticorpos de diferentes classes,
especificidades e afinidades. Por este motivo, a determinacdo do isotipo serve nao
s6 para definir a classe de imunoglobulina murina ou subclasse, mas também ajuda
a identificar a presenca de um unico isotipo, por exemplo, IgG1, ou uma mistura, tal
como IgM e IgG2b. Além disso, o conhecimento do isotipo de um anticorpo
monoclonal ajudara a ditar a técnica de purificacdo em coluna mais apropriada, por
exemplo, a proteina G para IgG1 (NELSON et al., 2000).

Em dltima analise, os anticorpos monoclonais sdo produzidos apenas quando
necessario, porque a sua producdo é um processo moroso e complexo (NELSON et
al., 2000).

3.10.3 Anticorpos policlonais versus anticorpos monoclonais

Apoés infeccdo natural ou imunizacdo, o0 sistema imune recebe um estimulo
antigénico responsavel pela producao de anticorpos a partir de numerosos clones de
células B, com diferentes especificidades e afinidades. Isto €, o imundgeno levara a
producéo de anticorpos policlonais. Estes detectam uma multiplicidade de epitopos,
reconhecendo diferentes regides de um determinado antigeno ou antigenos
diferentes. Isto pode ser importante em certos ensaios em que a deteccdo de um
antigeno seria comprometida pela utilizacdo de um uUnico epitopo (NELSON et al.,
2000).

Além disso, o soro policlonal é relativamente simples e barato de produzir, com um
curto prazo de producdo em comparacdo com 0s anticorpos monoclonais. Além
disso, 0 uso de animais maiores, tais como cavalos, cabras e coelhos, permite a
recuperacdo de um grande volume (por exemplo, 60 ml de um coelho) de soro rico
em anticorpos. No entanto, caso haja necessidade de uma nova producao destes

anticorpos policlonais, podem ocorrer variagcbes na reatividade e na titulacao,
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fazendo com que o soro policlonal sofra com uma falta de reprodutibilidade. Em
contraste, a cultura continua de hibridomas de células B oferece um fornecimento
reprodutivel e potencialmente inesgotavel de anticorpo com especificidade
requintada (NELSON et al., 2000). Sendo assim, anticorpos monoclonais possuem
vantagens em relacdo aos anticorpos policlonais quanto a homogeneidade e
consisténcia, fazendo com que a obtencdo de um determinado hibridoma seja uma
fonte constante e renovavel destes anticorpos. Em contraste, diferentes animais
imunizados com um mesmo antigeno apresentam diferencas nos policlonais
produzidos, além disso a quantidade destes anticorpos obtidos € limitada pelo
tamanho do animal e pelo seu tempo de vida (LIPMAN et al., 2005).

Os anticorpos monoclonais podem ser altamente susceptiveis a pequenas
alteracOes de pH e concentracdo de sais, enquanto que os policlonais sao mais
estaveis a variacdes nestas condi¢des (LIPMAN et al., 2005).

Em geral, os anticorpos IgG monoclonais sdo preferidos porque sao menos
propensos a degradacao, e podem, potencialmente, ser mais Uteis como reagentes
terapéuticos (NELSON et al., 2000).

3.10.4 Aplicacdes dos anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais possuem muitas aplicacdes praticas na pesquisa e no

diagnéstico e na terapia de doencas. Algumas das suas aplicacdes sao:

a) ldentificacdo de marcadores fenotipicos Unicos a determinados tipos
celulares. O reconhecimento de populagdes celulares por meio de anticorpos
monoclonais especificos tem sido usado como ferramenta basica para a
classificagdo dos linfocitos e de outros leucocitos. Estes anticorpos tém sido
usados da definicdo dos grupamentos (clusters) de diferenciagcdo (CD) de
diversos tipos celulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). Isto também

conduziu a sua utilizacdo como marcadores de células ou de tecidos no

diagnoéstico histopatoldgico de linfomas. Os anticorpos monoclonais tém
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permitido a identificacdo de moléculas de células previamente desconhecidas
(NELSON et al., 2000).

Atividade catalitica: AcM podem ser usados como catalisadores quimicos,
servindo como uma alternativa enzimatica de facil producédo e manipulagéo,
em alguns casos (LERNER; BENKOVIC; SCHULTZ, 1991).

Imunodiagndstico. O diagnostico de muitas doencas infecciosas e sistémicas
€ baseado na deteccado de anticorpos ou antigenos especificos em tecidos ou
na circulagdo, utilizando anticorpos monoclonais em imunoensaios
padronizados e seguros (NELSON et al., 2000; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011). Os anticorpos monoclonais servem como ferramentas poderosas para
a investigagdo de macromoléculas e células, e tém-se revelado eficazes
reagentes em termos de especificidade para os testes de diagnostico clinico
(NELSON et al., 2000).

Anticorpos biespecificos: Varias técnicas tém sido desenvolvidas para
preparar anticorpos biespecificos hibridos com uma larga utilidade, unidos a
outros dominios funcionais, tais como toxinas, enzimas ou citocinas, criando
assim anticorpos bifuncionais (KRIANKUM et al., 2001).

Deteccao de tumores. Neoplasias podem ser detectadas através da utilizacdo
de anticorpos monoclonais especificos contra tumores em técnicas de
diagnéstico por imagem e coloracdo de tecidos com imunoglobulinas
marcadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). A aplicacdo de anticorpos
monoclonais no diagndstico histopatolégico € muito utilizada, e estas
moléculas podem classificar os tecidos e tumores de acordo com a expressao
de certos marcadores definidos que refletem um tecido ou génese celular. Os
anticorpos monoclonais tém-se revelado particularmente Oteis para a
distingdo entre lesbes morfologicamente semelhantes, tais como entre o
mesotelioma e adenocarcinoma. Esta abordagem também é atil na
determinacdo do 6rgdo de origem ou tecido com metastases indiferenciadas.
A deteccdo de metastases ocultas por andlise imunocitolégica de aspirados

de medula 6ssea e outros tecidos, bem como os nédulos linfaticos, também
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provou ser viavel com o uso de anticorpos monoclonais. Certos marcadores
detectados por anticorpos monoclonais podem fornecer informagfes sobre o
prognaéstico em pacientes com cancer (NELSON et al., 2000).

Terapia. Devido a sua grande especificidade, os anticorpos monoclonais
podem ser direcionados a células e moléculas identificadas por seu
envolvimento na patogénese de muitas doencas. Hoje, diversos anticorpos
monoclonais sdo usados no tratamento de doencas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011). Reagentes monoclonais murinos e o0s seus homélogos
humanizados foram usados para o tratamento clinico com varios graus de
sucesso. Os anticorpos monoclonais podem também ser (teis para a
avaliacdo da resposta a um tratamento em casos individuais (NELSON et al.,
2000).

Andlise funcional de moléculas secretadas ou ancoradas a superficie celular.
Devido a sua capacidade de se ligarem as moléculas de superficie celular e
estimularem ou inibirem as func¢des celulares, os anticorpos monoclonais sao
utilizados na pesquisa biolégica como ferramentas valiosas para a definicdo
dos papéis destas moléculas, incluindo receptores para antigenos. Os
anticorpos monoclonais sao também muito usados na purificacdo de
populacdes celulares selecionadas de misturas complexas, facilitando o
estudo das propriedades e funcbes destas células (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011).

Outras aplicacdes clinicas: Os possiveis usos clinicos dos AcM séo variados.
Podem ser utilizados em radio imunoensaio (RIA) e ELISA para mensurar
substancias em fluidos biolégicos, como horménios e toxinas; AcM
conjugados a toxinas tem sido usados na remocao de células T da medula
0ssea antes de transplantes e também tem sido usados em uma variedade de
condi¢cbes imunoldgicas, tais como artrite reumatoéide, rejeicdo de transplantes
e como reagentes antitromboticos (VALLERA et al.,, 1983; GLENNIE;
JOHNSON, 2000).
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3.10.5 LimitagOes no uso dos anticorpos monoclonais

A cultura continua de hibridomas para a producdo de AcM oferece como vantagens
um suplemento inesgotavel de imunoglobulinas com alta reprodutibilidade e altos
titulos. Entretanto, o custo da sua producdo, a ocorréncia de alguns relatos de
toxicidade durante a sua utilizacdo terapéutica e o funcionamento apenas sob
determinadas condi¢cdes, como a preservacao dos epitopos a serem reconhecidos
pelos anticorpos, ainda sé&o problemas a serem superados (GLENNIE; JOHNSON,
2000).

Um aspecto crucial a se considerar refere-se a caracterizacdo de anticorpos
monoclonais em diferentes sistemas de ensaio. Isto € particularmente pertinente
para o potencial do anticorpo como um reagente de diagnéstico, pois alguns
anticorpos monoclonais apresentam um bom desempenho em alguns sistemas, mas
nao em outros. Este fendbmeno, chamado de ensaio de restricdo, tem o intuito de
estudar como se relaciona um anticorpo no reconhecimento do seu epitopo alvo no
contexto do sistema de ensaio utilizado. Este estudo se torna uma ferramenta
relevante, pois um epitopo pode ser mascarado, desnhaturado ou torna-se
inacessiveis pelo procedimento de imobilizacdo adotado dentro uma determinada
técnica (NELSON et al., 2000).

E importante salientar que apesar de um hibridoma ser o produto fundido de uma
Gnica célula B e produzir um anticorpo monoclonal de excelente especificidade, este
mesmo anticorpo pode apresentar reacdo cruzada com outros antigenos ou exibir
dupla especificidade. Esta consequéncia surge quando um sitio de combinacédo de
anticorpo reconhece mais de um determinante antigénico, ou por causa de alguma
semelhanca na forma ou composicdo quimica. Além disso, as nuances de um
sistema de ensaio também pode enviesar a exposicdo de um determinante
antigénico especifico ou epitopo. Por conseguinte, a avaliacdo rigorosa de um
determinado anticorpo monoclonal e o seu epitopo alvo é necessaria, a qual pode,
portanto, incluir mapeamento de epitopos. Além disso, 0 mapeamento de epitopos
de anticorpos monoclonais, em conjunto com a modelagem molecular pode permitir

a visualizacdo e localizacdo de regibes antigénicas principais de uma molécula.
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Essas informacdes podem ajudar a elucidar as relagbes estrutura-funcdo de
proteinas, carboidratos e outras moléculas de relevancia clinica (NELSON et al.,
2000).

Como anticorpos monoclonais sdo mais facilmente produzidos por meio da
imunizacdo de camundongos, a utilizacdo destas imunoglobulinas em terapias pode
acarretar na inducéo de uma resposta humana antianticorpo de camundongo. Nesta
situacdo, pacientes tratados com anticorpos monoclonais murinos podem sintetizar
anticorpos contra as imunoglobulinas destes animais. Estes anticorpos anti-
imunoglobulinas eliminam o anticorpo monoclonal administrado, podendo inclusive
provocar a doenca do soro. Para minimizar essa limitagdo, técnicas de engenharia
genética sdo usadas para expandir a utilidade dos anticorpos monoclonais ao criar
um anticorpo humanizado. Nesta técnica, um gene hibrido é criado ao se “costurar”
o DNA complementar (cDNA) que codifica a proteina (Ig) humana do mieloma ao
cDNA que codifica as cadeias polipeptidicas do sitio de ligacdo ao antigeno de um
anticorpo monoclonal murino. Dessa forma, ao ser expressa, a proteina hibrida
resultante possui a especificidade antigénica do anticorpo monoclonal murino
original, mas apresenta estrutura central de imunoglobulina humana. Dessa forma,
existe uma menor probabilidade destes anticorpos humanizados estimularem uma
respostas antianticorpo, quando comparados com 0s anticorpos monoclonais
murinos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi submetido a avaliagdo e posteriormente aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Satde da UFBA
(protocolo 0021/2011).

4.1 LINHAGEM DE C. pseudotuberculosis E CULTIVO BACTERIANO

As bactérias utilizadas neste trabalho sdo de uma linhagem selvagem de C.
pseudotuberculosis (VD57), mantida no Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular do ICS-UFBA. A VD57 é considerada uma cepa de alta viruléncia devido
ao constante desenvolvimento de granulomas em caprinos e 0vinos
experimentalmente infectados. A bactéria foi cultivada em 500 ml de caldo BHI
(Brain-heart infusion) a 37°C por 72 h; a massa bacteriana foi recolhida apés a
centrifugagdo por 30 min a 10.000 g; trés lavagens foram realizadas por
ressuspensdo em tampéo fosfato (PBS).

4.2 ANIMAIS

Para a obtencéo dos soros padrdes foram utilizadas quatro fémeas de camundongos
BALB/c com seis semanas de idade, cedidas pelo biotério do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz (CPgGM), unidade Fiocruz de Salvador. Para a obtengdo dos
esplendcitos foram utilizados dois machos de camundongos BALB/c com seis
semanas de idade, cedidos pelo biotério da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS). Para a producdo do liquido ascitico, foram utilizados oito
camundongos BALB/c com seis semanas de idade, também cedidos pela UEFS.
Para obtencao de ‘feeder cells” foi utilizada uma ratazana Wistar com seis semanas
de idade, cedida pelo biotério do Laboratério de Neurociéncias da Universidade
Federal da Bahia (UFBA).
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4.3 OBTENCAO DO ANTIGENO SOMATICO HIDROFOBICO

A massa bacteriana da VD57 foi submetida & extracdo trés vezes com 35 ml de
cloroférmio-metanol-agua (5/10/4, viviv) por quatro horas sob agitacdo, seguida de
centrifugacédo a 4.500 g por 40 min a 4°C; O sedimento obtido apds a extracao foi
seco sob gas N, e extraido trés vezes com 35 ml de solucdo de butanol a 9% em
agua, sob agitacdo por 3 horas, seguida de centrifugacao a 4.500 g por 40 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram reunidos e concentrados em rotaevaporador até
chegar a 8 ml de volume. A concentracéo proteica foi determinada pelo método de
Lowry (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Califérnia), utilizando soro albumina bovina
como padrao. Este protocolo de extracdo do antigeno somético hidrofébico foi
realizado a partir das metodologias utilizadas por Giraldo e colaboradores (2002) e
Bastos (2011), utilizando-se apenas a fracdo F3 no final do processo, por se tratar

da fracdo mais proteica.

4.4 CARACTERIZACAO DO PERFIL ELETROFORETICO

A fracdo obtida foi submetida ao procedimento de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12,5% e 15% com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE);
posteriormente, o gel foi corado utilizando-se nitrato de prata. A andlise do perfil
eletroforético em SDS-PAGE foi conduzida através do software GelAnalyzer v.2010,
sendo estabelecidos os pesos moleculares estimados do antigeno somatico
hidrofébico, através da comparacdo com as bandas encontradas no padrdo de peso

molecular submetido ao mesmo procedimento de SDS-PAGE.

4.5 IMUNIZACAO PARA OBTENCAO DOS SOROS PADROES
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Quatro fémeas de camundongos BALB/c com seis semanas de idade foram
imunizadas subcutaneamente com 50ug de proteinas do antigeno somatico
hidrofébico. Na primeira imunizacdo foi utilizado adjuvante completo de Freund
(SIGMA). As trés imunizacdes subsequentes foram realizadas com intervalo de 21
dias, utilizando adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). Quatro dias apds a quarta
imunizacao, foi coletado o soro policlonal dos quatro camundongos e testados,

separadamente, por ELISA indireto.

4.6 PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

4.6.1 Imunizacdo para obtencdo dos esplendcitos

Dois machos de camundongos BALB/c com seis semanas de idade foram
imunizados subcutaneamente com 50ug de proteinas do antigeno somatico
hidrofébico. Na primeira imunizacdo foi utilizado adjuvante completo de Freund
(SIGMA). A imunizagdo subsequente foi realizada com intervalo de 10 dias,
utilizando adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). Quatro dias apés a Ultima
imunizacdo, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical para a

obtencéo dos esplendcitos.

4.6.2 Mieloma

Foram utilizadas células mielomatosas da linhagem SP2/0 Ag.14, cultivadas em

meio Iscove’s com 10% de SFB e 1% de solug&o de antibiottico.

4.6.3 “Feeder cells”
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Para obtencao de “feeder cells” foi retirado o timo de uma ratazana Wistar com seis
semanas de idade. A ratazana foi eutanasiada e posteriormente submetida a

retirada do 6rgao.

4.6.4 Fusao

Os camundongos imunizados foram eutanasiados por deslocamento cervical e
submergidos em &lcool iodado. O baco, removido assepticamente, foi transferido
para uma placa de Petri contendo uma solucéo PBS estéril. O érgao foi divulsionado
em pequenos pedacos e macerado suavemente para liberacdo de células. As
células foram lavadas trés vezes com PBS estéril, centrifugadas a 1400 RPM por 5
min, a temperatura ambiente, desprezando-se o sobrenadante. Em seguida, as
células foram ressuspensas e determinado o numero de células e sua viabilidade,

utilizando a coloracédo por exclusao de Azul Tripan 0,5% em camara de Neubauer.

As células mielomatosas da linhagem SP2/0, utilizadas na etapa de fuséo celular,
encontravam-se em crescimento exponencial. Para isso, 24 horas antes, a
monocamada celular foi ressuspensa com suaves golpes (sem usar tripsina) e
realizou-se uma nova passagem em frascos de 250 cm® (NUNC) com meio de
crescimento Iscove’s modificado (SIGMA) a uma concentragdo de soro fetal bovino
(SFB, SIGMA) de 20% e incubado em estufa a 37°C em uma atmosfera com 5% de
CO,. Apbés 24 horas, as células SP2/0 foram ressuspensas suavemente,
centrifugadas a 1400 RPM por 5 min, a temperatura ambiente, desprezando-se o
sobrenadante. Em seguida, foram realizadas duas lavagens, obedecendo ao mesmo
procedimento de centrifugacao, utilizando-se meio Iscove’s sem SFB. Em seguida,
as células foram ressuspensas e determinado o nimero de células e sua viabilidade,

utilizando a coloracgéo por exclusdo de Azul Tripan 0,5% em camara de Neubauer.

Os esplendcitos foram ajustados para um total de 324 x 10° e as células SP2/0 para
40,8 x 10°, em uma relacdo aproximada de 8:1, e colocadas em um mesmo tubo
falcon de 50 ml em Meio Iscove’s modificado, sem SFB, e centrifugadas a 1500 RPM

por 5 min, tendo o sobrenadante removido. 1 ml da solugédo de polietilenoglicol
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(PEG) (SIGMA), previamente aquecida a 37°C em banho-maria, foi adicionada
homogeneizando-se de forma continua durante 1 minuto com suaves golpes, com o
tubo estéril submerso em banho térmico a 37°C. Em seguida, foram adicionados
20ml do meio Iscove’s sem SFB, também homogeneizando-se de forma continua
durante 10 minutos com suaves golpes. A seguir, foi realizada uma centrifugacao a
1500 RPM por 5 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas, suavemente, em meio Iscove’s modificado (SIGMA)
com 20% de SFB e 1% de solugcdo de antibidtico contendo gentamicina e
estreptomicina, apés o que foram adicionadas 40 x 10° células de timo de ratazana
jovem, com o objetivo de funcionar como “feeder cells”. A suspensdo foi entdo
estabelecida em 40ml de meio Iscove’'s com 20% de SFB e 1% de solucdo de
antibiético, e em seguida realizado o plagueamento, colocando-se 100 ul da
suspensdo em cada poco de uma placa de microcultivo de 96 pocos, obtendo-se
1,012 x 10° células por poco. Foram utilizadas 4 placas de 96 pocos. As placas
foram incubadas a 37°C com 5% de CO; e ap6s 24h foi acrescido 100 ul do meio
Iscove’s com 20% de SFB, 1% de solugao de antibiético, 1% da solugdo contendo

HAT (aminopterina, hipoxantina e timidina) (SIGMA) e acrescido de glutamina.

4.6.5 Selecao dos hibridomas

As células foram monitoradas diariamente utilizando microscopio invertido, trocando-
se parcialmente o meio de cultura a cada 48 ou 72 horas, como necessario,
utilizando o meio suplementado com HAT. Depois de evidenciado o crescimento de
clones e morte das células néo hibridas, o meio Iscove’s HAT foi recolhido para
iniciar o processo de triagem dos pocos contendo hibridomas positivos para a
producdo de anticorpos contra o antigeno utilizado nas imunizacbes dos
camundongos. Esta triagem foi realizada por meio de um teste de ELISA indireto. A
partir de entdo, o meio Iscove’s HAT foi sendo substituido gradativamente pelo meio
Iscove’s contendo 10% de SFB, 1% de solugdo de antibidtico, 1% da solucao
contendo HT (hipoxantina e timidina) (SIGMA) e acrescido de glutamina. O teste de
ELISA indireto foi repetido semanalmente a fim de acompanhar o nivel de producéo

de anticorpos pelos hibridomas. A medida que as células se expandiam, o meio
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Iscove’'s HT foi sendo substituido gradativamente pelo meio Iscove’s contendo

apenas 10% SFB, 1% de solu¢&o de antibiotico e acrescido de glutamina.

4.6.6 Clonagem e expanséo dos hibridomas

Os pocos contendo células hibridas produtoras de anticorpos, detectadas no teste
de ELISA indireto, tiveram seus conteldos ressuspensos e retirados, os que foram
diluidos de forma sucessiva para limitar a quantidade de células cultivadas por pogo
das placas de 96 pocos. Os pocos foram testados por ELISA indireto para a
avaliacdo do nivel de anticorpo produzido e selecédo dos pocos a serem expandidos.
As células foram entdo ressuspensas e transferidas para placas de cultura de 24
pocos e por fim para placas de 6 pogos, a fim de expandir os hibridomas produtores

de anticorpos especificos.

4.6.7 Producdo de liquido ascitico

Os clones positivos no teste de ELISA e transferidos para expansdo em placas de
24 e 06 pocos foram coletados, centrifugados, ressuspensos em PBS estéril e
injetados intraperitonialmente em camundongos BALB/c, dois camundongos para
cada clone. Estes foram injetados, também intraperitonialmente, uma semana antes,
com adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). Os camundongos foram avaliados
diariamente até ser observada producdo acentuada de ascite. O liquido ascitico
produzido foi coletado diariamente durante uma semana ou pelo tempo que o
camundongo resistisse. Apds o periodo de uma semana, os camundongos que

ainda estavam vivos foram eutanasiados por deslocamento cervical.

4.6.8 Titulac&o dos liquidos asciticos
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Os liquidos asciticos produzidos foram titulados por teste de ELISA indireto,
utilizando-se as seguintes dilui¢cdes: 1:50, 1:100, 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000,
1:5.000, 1:10.000 e 1:20.000. Os controles negativo e positivo também foram

testados para as mesmas diluicdes.

4.7 TESTES DE ANTIGENICIDADE DO ANTIGENO SOMATICO HIDROFOBICO

4.7.1 Teste ELISA com antigeno somatico hidrofébico para soros padroes

O teste ELISA com antigeno somatico hidrofébico para soros padrbes foi
padronizado durante os experimentos deste trabalho. Foi estabelecido o seguinte
protocolo: Microplacas de poliestireno de 96 cavidades foram sensibilizadas com
antigeno somatico hidrofébico diluido em tampao carbonato bicarbonato (pH 9,8),
com uma concentracdo de 2ug de antigeno somatico hidrofébico por poco, diluido
em 100ul do tampdo. As placas foram incubadas a 4° C em camara fria, overnight.
Apébs descarte da solucdo de sensibilizacdo, as placas foram lavadas 2 vezes com
tampéo salino fosfato (pH 7,2 — 7,4) acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T 0,05%) e
bloqueadas com 200ul de uma solucdo de leite em pd desnatado (MOLICO —
NESTLE) a 5%, diluido em PBS-T 0,05%, por 2 horas a 37°C. Ap6s descarte da
solucdo de bloqueio, as placas foram lavadas uma vez. Entdo, foram adicionados
aos pocos, 50ul de soros diluidos a 1:25 em PBS-T 0,05% com 1% de leite em po6
desnatado. As placas foram incubadas por 1 horas a 37°C. Apds descarte dos
sobrenadantes, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T 0,05%. Em seguida, foi
adicionado 50ul do anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase,
diluido na propor¢cdo de 1:5.000 em PBS-T 0,05% com 1% de leite em po
desnatado, incubando-se por mais 1h a 37° C. Apés 5 lavagens com PBS-T 0,05%,
50ul do substrato TMB foi adicionado e a placa incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente, em local escuro. Foi entdo adicionado 25ul de solugcéo de
parada (acido sulfarico 4N) e realizada a leitura da densidade 6ptica em filtro de 490
nm em leitor de ELISA. Como controle positivo do teste foi utilizado um pool de

soros de camundongos BALB/c experimentalmente infectados por C.
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pseudotuberculosis. Como controle negativo foi utilizado um pool de soros de

camundongos sadios, ndo infectados por C. pseudotuberculosis.

4.7.2 Teste ELISA com antigeno somético hidrofébico para sobrenadante de
cultura (1gG)

O teste ELISA com antigeno somético hidrofébico para sobrenadante de cultura
(IgG) foi realizado com modificagBes do protocolo ja estabelecido pelo Laboratério
de Virologia da UFBA para sobrenadante de cultura, sendo estabelecido o seguinte
protocolo: Microplacas de poliestireno de 96 cavidades foram sensibilizadas com
antigeno somético hidrofébico diluido em tampéo carbonato bicarbonato (pH 9,8),
com uma concentracdo de 4ug de antigeno por poco, diluido em 100ul do tampéao.
As placas foram incubadas a 4° C em camara fria, overnight. Apés descarte da
solucdo de sensibilizacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao salino
fosfato (pH 7,2 — 7,4) acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T 0,05%) e blogueadas
com 300ul de uma solucéo de leite em p6é desnatado (MOLICO — NESTLE) a 5%,
diluido em PBS-T 0,05%, por 2 horas a 37°C. ApGs descarte da solugéo de bloqueio,
foram adicionados aos pocos, 100ul dos sobrenadantes das culturas dos hibridomas
selecionados (sem diluicdo) e os controles (negativo e positivo) foram diluidos em
PBS-T 0,05% com 0,5% de leite em p6 desnatado, na proporcao de 1:50. As placas
foram incubadas em camara fria a 4° C, overnight. Ap6s descarte dos
sobrenadantes, as placas foram lavadas 2 vezes com PBS-T 0,05% e mais uma vez
com PBS. Em seguida, foi adicionado 50ul do anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase, diluido na proporcdo de 1:5.000 em PBS-T 0,05% com
0,5% de leite em p6 desnatado (SIGMA CHEMICAL CO), incubando-se por mais 1h
a 37° C. Apos 2 lavagens com PBS-T 0,05% e mais uma lavagem com PBS, 100ul
do substrato TMB foi adicionado e a placa incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, em local escuro. A leitura da densidade Optica foi realizada em filtro de
630 nm em leitor de ELISA. Como controle positivo do teste foi utilizado o pool com
0s soros dos quatro camundongos BALB/c imunizados com o antigeno somatico
hidrofébico. Foram utilizados dois controles negativos: um pool com os soros de dois

camundongos BALB/c ndo imunizados e o meio Iscove’s puro.
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4.7.3 Teste ELISA com antigeno somatico hidrofébico para sobrenadante de

cultura (IgM)

O teste ELISA com antigeno somatico hidrofébico para sobrenadante de cultura
(IgM) foi realizado com modificagdes do protocolo ja estabelecido pelo Laboratério
de Virologia da UFBA para sobrenadante de cultura, sendo estabelecido o seguinte
protocolo: Microplacas de poliestireno de 96 cavidades foram sensibilizadas com
antigeno somatico hidrofébico diluido em tampao carbonato bicarbonato (pH 9,8),
com uma concentracdo de 4ug de antigeno por poco, diluido em 100ul do tampao.
As placas foram incubadas a 4° C em camara fria, overnight. Apds descarte da
solucdo de sensibilizacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao salino
fosfato (pH 7,2 — 7,4) acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T 0,05%) e blogueadas
com 300ul de uma solucéo de leite em p6é desnatado (MOLICO — NESTLE) a 5%,
diluido em PBS-T 0,05%, por 2 horas a 37°C. ApGs descarte da solugéo de bloqueio,
foram adicionados aos poc¢os, 100ul dos sobrenadantes das culturas dos hibridomas
selecionados (sem diluicdo) e os controles (negativo e positivo) foram diluidos em
PBS-T 0,05% com 0,5% de leite em p6 desnatado, na proporcédo de 1:50. As placas
foram incubadas em camara fria a 4° C, overnight. Apdés descarte dos
sobrenadantes, as placas foram lavadas 2 vezes com PBS-T 0,05% e mais uma vez
com PBS. Em seguida, foi adicionado 100ul do anticorpo anti-IlgM de camundongo
biotinilado, diluido na propor¢édo de 1:4.000 em PBS-T 0,05% com 0,5% de leite em
pé desnatado, incubando-se por mais 1h a 37° C. Apo6s 2 lavagens com PBS-T
0,05% e mais uma lavagem com PBS, foi adicionado 100pl/pogo de Streptavidina-
peroxidase na diluicdo de 1:1000 em PBS-T 0,05% com 0,5% de leite em pd
desnatado, incubando-se por 1h a 37°C. Em seguidas, foram realizadas 2 lavagens
com PBS-T 0,05% e mais uma lavagem com PBS. 100ul/pogo do substrato TMB foi
adicionado e a placa incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, em local
escuro. A leitura da densidade Optica foi realizada em filtro de 630 nm em leitor de
ELISA. Como controle positivo do teste foi utilizado o pool com os soros dos quatro

camundongos BALB/c imunizados com o antigeno somético hidrofébico. Foram
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utilizados dois controles negativos: um pool com o0s soros de dois camundongos

BALB/c ndo imunizados e o meio Iscove’s puro.

4.7.4 Western blotting (SDS-PAGE a 12,5%)

Os liquidos asciticos induzidos pelos clones foram testados em Western blotting,
usando o antigeno somético hidrofébico. O antigeno somético hidrofébico foi
submetido a uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5%
durante 2,5 horas, a 100 volts, com 30ug do antigeno em cada poco de corrida. Em
seguida, as proteinas somaticas foram eletrotransferidas para uma membrana de
nitrocelulose, utilizando uma cuba de transferéncia com tampao Glicina 192 mM,
Tris 25 mM e Metanol 20%, durante 1 hora, a 100 volts. Para a verificagcdo da
eficacia da eletrotransferéncia, foi realizada a coloracdo com vermelho de Ponceau
10%. A membrana foi bloqueada com PBS acrescido de 0,05% de Tween 20 e 5%
de leite em pé desnatado, por 1 hora. Apds este periodo, tiras da membrana foram
incubadas com os mencionados liquidos asciticos diluidos em PBS-T com 0,5% de
leite em p6 desnatado (as diluicdes dependeram das titulagdes encontradas no teste
de ELISA), em temperatura ambiente, overnight. Em seguida, as fitas foram lavadas
3 vezes com PBS-T (10 minutos para cada lavagem) e incubadas com um anticorpo
anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase, diluido na propor¢édo de 1:1.000
em PBS-T com 0,5% de leite em pd desnatado, incubando-se por mais 1h a 37° C.
Posteriormente, foram feitas novas lavagens com PBS-T e 1 lavagem final com
PBS. A revelagdo da reagao foi realizada com uma solugdo com 3’3
Diaminobenzidine (DAB) na presenca de perdxido de hidrogénio (0,001%). A reacdo
foi interrompida com sucessivas lavagens com agua destilada e as membranas
foram secas e fotografadas. Como controle positivo do teste foi utilizado o pool com
0s soros dos quatro camundongos BALB/c imunizados com o antigeno somatico
hidrofébico. Para o controle negativo foi utilizado um pool com os soros de dois

camundongos BALB/c nao imunizados.

4.7.5 Western blotting (SDS-PAGE a 15%)
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O antigeno somaéticos hidrofébico foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15% durante 2,5 horas, a 100 volts, com 30ug do
antigeno em cada poco de corrida. Em seguida, as proteinas foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando uma cuba de
transferéncia com tampao Glicina 192 mM, Tris 25 mM e Metanol 20%, durante 1
hora, a 100 volts. Para a verificacdo da eficacia da eletrotransferéncia, foi realizada
coloragdo com vermelho de Ponceau 10%. A membrana foi bloqueada com PBS
acrescido de 0,05% de Tween 20 e 5% de leite em p6 desnhatado, em camara fria a
4°C, overnight. ApOs este periodo, tiras da membrana foram incubadas com os
liquidos asciticos diluidos em PBS-T com 1% de leite em p6 desnatado em uma
proporcdo de 1:100 (mesma diluicdo utilizada para os controles positivos e
negativos), a 37°C, por 3 horas. Em seguida, as fitas foram lavadas 3 vezes com
PBS-T e incubadas com um anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase, diluido na proporcdo de 1:250 em PBS-T com 1% de leite em po
desnatado, incubando-se por mais 1h a 37° C. Posteriormente, foram feitas novas
lavagens com PBS-T e 1 lavagem final com PBS. A revelagéao foi conduzida com
cromdgeno 4-cloro-1-naftol adicionado de substrato peréxido de hidrogénio. A
reacdo foi interrompida com sucessivas lavagens com &gua destilada e as
membranas foram secas e fotografadas. Como controle positivo do teste foi utilizado
0 pool com os soros dos quatro camundongos BALB/c imunizados com o antigeno
somatico hidrofébico. Para o controle negativo foi utilizado um pool com os soros de

dois camundongos BALB/c ndo imunizados.
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5 RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DO ANTIGENO SOMATICO HIDROFOBICO E DOSAGEM
PROTEICA

O antigeno foi preparado de acordo com a metodologia de extracdo de componentes
somaticos hidrofébicos, descrita anteriormente. Apds a aplicagcdo do método de
Lowry (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Califérnia), a concentragdo proteica foi

estabelecida em 10,7 ug/ul.

5.2 PERFIL ELETROFORETICO

Apos a aplicacédo da técnica de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 12,5% e a
15%, foi possivel tracar o perfil eletroforético do antigeno somatico. A figura 3
apresenta o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 12,5%, onde € possivel
visualizar predominantemente a presenca de moléculas de pesos estimados em 130
kDa, 112 kDa, 98 kDa, 80 kDa, 67 kDa, 56 kDa, 46 kDa, 43 kDa, 34 kDa, 31 kDa, 28
kDa, 25 kDa, 20 kDa e 19 kDa.
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Figura 3: Perfil eletroforético ap6s a aplicagéo da técnica de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 12,5%

A figura 4 apresenta o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 15%, onde é
possivel visualizar predominantemente a presenca de moléculas de pesos
estimados em 86 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 46 kDa, 39 kDa, 31 kDa, 27 kDa, 25 kDa, 23
kDa, 21 kDa, 20 kDa, 19 kDa e 18 kDa.
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Figura 4: Perfil eletroforético ap6s a aplicagéo da técnica de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 15%

5.3 OBTENCAO DOS SOROS PADROES

A partir de quatro camundongos BALB/c imunizados com a fragdo somatica

hidrofébica, foi possivel a obtencédo de soro policlonal destes animais. O grafico 1
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apresenta os valores de densidade otica (D.O.) encontrados nos soros dos
camundongos apos a realizacao de teste de ELISA indireto.

2,500

: I I I E
BR CN CP CA

M1 CAM2 CAM3 CAM4

:

Densidade Otica (D.O.)
[

v
8

-

g

Controles e soros dos camundongos

Gréfico 1: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgdo de 1gG nos quatro camundongos
imunizados com a fragdo somatica hidrofébica. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. CAM1 =
camundongo 1. CAM2 = camundongo 2. CAM3 = camundongo 3. CAM4 = camundongo 4.

Como o0s quatro soros apresentaram altos valores de D.O., optou-se por fazer um
pool, que foi utilizado posteriormente como controle positivo para os testes de
triagem do ELISA indireto e western blotting. Como controle negativo, foi utilizado

um pool com os soros de dois camundongos BALB/c ndo imunizados.

5.4 PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

5.4.1 Selecéo dos hibridomas

Apods 17 dias de acado do meio seletivo Iscove’s contendo HAT, foi possivel visualizar
a presenca de clones em 71 dos 384 pogos contendo células provenientes da fuséo.
Os 71 pocgos contendo clones foram testados por ELISA indireto para IgG e IgM.

Para 1gG, foram considerados positivos aqueles que apresentaram resultados de
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absorbancia superiores a 0,5. Para IgM, devido ao alto valor do controle negativo,

foram considerados positivos valores de absorbancia superiores a 2,0.

Os graficos 2, 3 e 4 representam os valores de densidade otica (D.O.) encontrados
nos pocos testados pelo ELISA indireto para detecgdo de IgG (os valores foram
apresentados em trés graficos com escalas diferentes para melhor visualizagdo dos
resultados). A D.O. do poco 2-4C ultrapassou o limite maximo medido pelo
espectofotbmetro, tendo o seu valor representado pela maxima leitura encontrada
nesse trabalho (3,423).
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Gréafico 2: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgdo de 1gG nos pogos da placa 1 de

cultura de células provenientes da fusdo. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo.
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Grafico 3: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgdo de 1gG nos pogos da placa 2 de

cultura de células provenientes da fusdo. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo.
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Gréfico 4: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgdo de 1gG nos pogos da placa 3 de

cultura de células provenientes da fusdo. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo.

Dos 71 pocos testados pelo ELISA indireto para deteccédo de IgG, 8 apresentaram

valores de D.O. superiores a 0,5 e foram considerados positivos.

Os graficos 5, 6 e 7 representam os valores de D.O. encontrados nos pogos
testados pelo ELISA indireto para deteccéo de IgM (os valores foram apresentados
em trés graficos com escalas diferentes para melhor visualizacdo dos resultados). A
D.O. do poco 1-1C ultrapassou o limite maximo medido pelo espectofotdmetro,

tendo o seu valor representado pela maxima leitura encontrada nesse trabalho
(3,423).
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Grafico 5: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para deteccdo de IgM nos pogos da placa 1 de

cultura de células provenientes da fusdo. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo.
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Gréfico 6: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para deteccdo de IgM nos pogos da placa 2 de

cultura de células provenientes da fusdo. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo.
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Gréfico 7: Densidades ¢ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para deteccdo de IgM nos pogos da placa 3 de

cultura de células provenientes da fusdo. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo.

Dos 71 pocos testados pelo ELISA indireto para deteccao de IgM, 11 apresentaram

valores de D.O. superiores a 2,0 e foram considerados positivos.

5.4.2 Clonagem e expanséo dos hibridomas

Apés a triagem pelo teste de ELISA para a identificagdo dos poc¢os contendo células
hibridas positivas, foi possivel selecionar cinco pocos para a realizacdo da
clonagem. Para a escolha destes pocos foram usados dois critérios de selegéo:
maiores leituras de D. O. e aspectos fisicos que indicassem integridade dos clones e
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viabilidade das células. Foram selecionados os seguintes pocos: 1-6G, 1-10E, 2-4C,
2-11C e 3-12C. Os contetdos dos pocos foram ressuspensos e submetidos a
diluicdes sucessivas. Os hibridos foram submetidos a constantes testes de ELISA

para acompanhamento dos niveis de anticorpos produzidos.

Oito dias ap0s as células serem submetidas ao processo de clonagem, foi realizado
teste de ELISA nos pocos em que as células ja apresentavam crescimento
consideravel, podendo apresentar niveis detectaveis de anticorpos no sobrenadante.
Os gréficos 8, 9 e 10 representam os valores de D. O. encontrados nos pocos
testados para ELISA indireto para deteccéo de IgG (os valores foram apresentados

em trés graficos com escalas diferentes para melhor visualizacéo dos resultados).
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Identificacdo dos pogos testados - Clonados - Placa 1

Gréafico 8: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgdo de 1gG nos pogos da placa 1 de
cultura de células provenientes da clonagem dos hibridos. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. MP =
Meio Iscove’s puro.
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Grafico 9: Densidades dticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgao de 1gG nos pogos da placa 2 de

cultura de células provenientes da clonagem dos hibridos. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. MP =

Meio Iscove’s puro.

3,5

2,5

1,5
1
0,5
5 J .

MP 3-12C  3-12C 3-12C 3-12C 3-12C 3-12C
CLIA CL1B CL2A CL2B CL3A CL3B

Identificacdo dos pogos testados - Clonados - Placa 3

Densidade Otica (D.O.)
N

Gréfico 10: Densidades éticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detecgdo de 1gG nos pogos da placa 3 de

cultura de células provenientes da clonagem dos hibridos. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. MP =

Meio Iscove’s puro.

Quinze dias apds as células serem submetidas ao processo de clonagem, foi

realizado um novo teste de ELISA nos po¢cos em que as células ja apresentavam

crescimento consideravel. Os graficos 11, 12, 13, 14 e 15 representam os valores de

D. O. encontrados nos pocos testados para ELISA indireto para detec¢éo de I1gG (os

valores foram apresentados em cinco graficos com escalas diferentes para melhor

visualizacéo dos resultados).
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Gréfico 11: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detec¢édo de IgG nos pogos de clonagem

provenientes do hibrido inicial 1-10E. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. MP = Meio Iscove’s puro.
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Grafico 12: Densidades oticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para deteccdo de IgG nos pogos de clonagem

provenientes do hibrido inicial 1-6G. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. MP = Meio Iscove’s puro.
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Gréfico 13: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para deteccdo de IgG nos pogos de clonagem

Controle negativo. CP = Controle positivo. MP = Meio Iscove’s puro.
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Gréfico 14: Densidades oticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para detec¢éo de IgG nos pogos de clonagem
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Grafico 15: Densidades o6ticas (D.O.) encontradas no teste de ELISA indireto para deteccéo de IgG nos pocos de clonagem

provenientes do hibrido inicial 3-12C. BR = Branco. CN = Controle negativo. CP = Controle positivo. MP = Meio Iscove’s puro.

5.4.3 Producéo e titulacdo do liquido ascitico

ApOs as sucessivas diluicdes realizadas com as células hibridas, apenas quatro
apresentavam resultados positivos no ELISA. Dessa forma, as diluicbes
provenientes do poco 2-11C foram descartadas. Das células hibridas restantes,
foram selecionadas para a producdo de liquido ascitico as diluicdes que
apresentaram melhor resultado no ELISA e aspectos fisicos que indicassem
integridade dos clones e viabilidade das células, sendo elas: 1-6G CL10, 1-10E
CL17, 2-4C CL14 e 3-12C CL9A.

Apéds a expansao para placas de 24 e 6 pocos, parte das células foi congelada para
uso posterior e o restante inoculado na cavidade peritoneal de camundongos para a
producdo do liquido ascitico. A partir do 6° dia apés a inoculacdo das células, os
camundongos comecaram a apresentar ascite suficiente para a coleta. O liquido

ascitico foi coletado até o 13° dia apés a inoculacdo das células.

Ao final do processo, foram selecionados cinco liquidos asciticos que possuiam

menor grau de hemolise para dar continuidade ao trabalho.

No gréfico 16, temos os valores de D.O. encontrados no ELISA indireto realizado

para a titulacdo dos niveis de anticorpos dos liquidos asciticos produzidos.
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Gréfico 16: Densidades 6ticas (D.O.) encontradas no ELISA indireto para a titulacdo dos niveis de anticorpos dos liquidos
asciticos produzidos.

5.5 WESTERN BLOTTING

5.5.1 Western blotting (SDS-PAGE a 12,5%)

Apébs a producao e titulacdo dos liquidos asciticos, os mesmos foram testados em
western blotting com o antigeno somético hidrofébico. No gel de poliacrilamida a
12,5%, o liquido ascitico induzido pelo clone 3-12C CL9A foi testado com a diluicdo
1/500 e os demais na diluicdo 1/800, incluindo os controles positivo e negativo. Na

figura 5 temos a fotografia das fitas da membrana de nitrocelulose apés revelacéo.
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SDS-PAGE WB Pool WB Clone WB Clone WB Clone WB Clone
Positivo 1-6G CL10 1-10E CL17 3-12C CL9A 2-4CCL14
Intensity Intensity Intensity Intensity Intensity Intensity
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Figura 5: Fitas da membrana de nitrocelulose resultantes do teste de western blotting ap6s aplicagéo da técnica de SDS-PAGE
em gel de poliacrilamida a 12,5%.

Para todos os liquidos asciticos testados, foi possivel visualizar o reconhecimento de
duas bandas proximas, com 0s pesos moleculares estimados em 34 e 31 kDa. No
liquido ascitico induzido pelo clone 3-12C CL9A, além destas duas bandas, também

houve reconhecimento de uma banda com peso molecular estimado em 19kDa.

5.5.2 Western blotting (SDS-PAGE a 15%)

No gel de poliacrilamida a 15%, todos os liquidos asciticos e controles foram
testados com a diluicdo 1/100. Na figura 6 temos a fotografia das fitas da membrana

de nitrocelulose apos revelagéo.
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Figura 6: Fitas da membrana de nitrocelulose resultantes do teste de western blotting ap6s aplicacéo da técnica de SDS-PAGE

em gel de poliacrilamida a 15%.
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O liquido ascitico induzido pelo clone 1-6G CL10 manteve o reconhecimento de
duas bandas de 31 e 34 kDa. O 1-10E CL17 reconheceu bandas de 25 kDa, 27 kDa,
31 kDa e 34 kDa. O clone 3-12C CL9A induziu liquido ascitico que reagiu com as
bandas de 20 kDa, 21 kDa, 31 kDa e 34 kDa. O liquido ascitico induzido pelo clone
2-4C CL14 reconheceu bandas de 20 kDa, 21 kDa, 31 kDa, 34 kDa e 55 kDa.
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6 DISCUSSAO

A aplicacéo da tecnologia de producéo de anticorpos monoclonais através da fuséo
de células B com células mielomatosas possibilita a obtencdo de um hibridoma que
€ capaz de viver por tempo indeterminado e secretar anticorpos de especificidade

Gnica para um determinado epitopo.

Os anticorpos monoclonais podem ser ferramentas valiosas no estudo e
compreensao da interagdo de um micro-organismo com o seu hospedeiro, através
da marcacdo destes anticorpos e posterior utilizacdo em imunoensaios de
imunohistoquimica, imunocitoquimica e em citometria de fluxo. Além disso, podem
ser reagentes promissores para o desenvolvimento de novos testes para diagnéstico

e novos preparados vacinais.

No presente trabalho, demonstrou-se através de SDS-PAGE a 12,5%, que o
antigeno somatico hidrofobico apresenta 14 bandas com pesos moleculares
estimados em 130 kDa, 112 kDa, 98 kDa, 80 kDa, 67 kDa, 56 kDa, 46 kDa, 43 kDa,
34 kDa, 31 kDa, 28 kDa, 25 kDa, 20 kDa e 19 kDa. Ja o perfil eletroforético em SDS-
PAGE a 15%, para o0 mesmo antigeno, detectou a presenca de 13 bandas com
pesos estimados em 86 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 46 kDa, 39 kDa, 31 kDa, 27 kDa, 25
kDa, 23 kDa, 21 kDa, 20 kDa, 19 kDa e 18 kDa. Como era de se esperar, a menor
concentracdo de poliacrilamida favoreceu a deteccdo de moléculas com pesos
moleculares mais elevados, como 130 kDa, 112 kDa e 98 kDa, enquanto que, a 15%

foi possivel uma melhor separacéo das proteinas de baixo peso molecular.

Em estudo realizado por Bastos (2011), usando massa bacteriana da mesma
linhagem de C. pseudotuberculosis (VD57) deste trabalho, antecedeu a extracdo dos
componentes hidrofébicos com uma sonicagédo a 60 Hz (cinco ciclos de 60 s). O
antigeno assim obtido foi submetido a SDS-PAGE a 15%, e foram encontradas 21
bandas com pesos estimados em: 86 kDa, 78 kDa, 72 kDa, 69 kDa, 56 kDa, 50 kDa,
48 kDa, 44 kDa, 41 kDa, 38 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 30 kDa, 27 kDa, 26 kDa, 25 kDa,
24 kDa, 22 kDa, 21 kDa, 20 kDa, 19 kDa. Como a unica diferenca entre os métodos

usados foi a sonicacdo prévia da massa, torna-se evidente que o tratamento com
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ultrassom otimiza o processo de extragdo da fracdo hidrofébica do antigeno

somaético.

Antes da realizacdo das fusdes, fez-se necessaria a padronizacdo de um teste de
ELISA para soro de camundongos usando o antigeno somatico hidrofébico, a fim de
detectar os niveis de anticorpos produzidos pelos camundongos imunizados.

Durante os experimentos desse trabalho, foram realizadas quatro fusfes. Nas duas
primeiras, os camundongos foram imunizados primeiramente com 50ug do antigeno,
utilizando adjuvante completo de Freund. Em seguida, foram realizadas trés
imunizagdes com 50ug de antigeno e adjuvante incompleto de Freund, com intervalo
de 21 dias entre as mesmas. A primeira fusdo apresentou altos valores de D.O. no
primeiro ELISA realizado, e em seguida estes valores foram declinando até ser
observada a morte das células e resultados negativos no ELISA. A segunda fuséo
apresentou resultados negativos para todos os pocos testados, em todos os testes
de ELISA realizados. Optou-se entdo por um protocolo mais rapido, e, desta forma,
na terceira fusao foi realizadas duas imunizac¢des, com intervalo de 10 dias entre as
mesmas. Desta terceira fusdo chegamos aos resultados apresentados neste
trabalho. Em paralelo a terceira, foi feita imunizagdo para uma quarta fusdo, com
protocolo igual ao realizado na primeira e na segunda. A quarta fusdo apresentou
resultados semelhantes a segunda, com valores negativos para todos 0s poc¢os
testados em todos os ELISA realizados. Perda de todas as células hibridas em
determinadas fusGes também é descrita por outros autores, como Alves (2006) em
trabalho para a producdo de anticorpos monoclonais contra Campylobacter fetus
subsp. venerealis, que realizou quatro fusdes utilizando células de baco fresco, mas

apenas uma das fus@es conseguiu hibridomas estaveis.

Neste trabalho, apds 17 dias de agao do meio seletivo Iscove’s contendo HAT, foi
possivel visualizar a presenca de clones em 71 dos 384 pocos contendo células
provenientes da fuséo, representando 18,48% do total de pogos. Os 71 pocos foram
testados tanto para IgM quanto para IgG. Destes, 8 foram positivos para IgG e 11
positivos para IgM, representando 11,26% de positividade para 1gG e 15,49% de
positividade para IgM. Estes valores foram superiores aos encontrados por Freitas

(2006) durante a producdo de anticorpos monoclonais anti épsilon toxina de
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Clostridium perfringens tipo D, aonde 6,68% dos pocos testados apresentaram
positividade para IgG quando utilizadas células da linhagem SP2/0 na fusdo. Este
mesmo autor ainda afirma que variacbes podem ser encontradas devido a
diferencas nos métodos utilizados para selecionar os pocos hibridos positivos. Alves
(2006) encontrou 40% de positividade para IgG e IgM durante a fusdo que seguiu

fluxo normal.

Foram escolhidos apenas os hibridomas produtores de IgG em funcdo de sua maior
utilizacdo como reagentes terapéuticos (NELSON et al., 2000). Os hibridomas
produtores de IgM n&ao foram mantidos.

Como alguns hibridomas séo instaveis, uma atencdo meticulosa deve ser dada para
0 exame visual de hibridomas utilizando um microscopio invertido (NELSON et al.,
2000). Por esse motivo, apenas cinco dos oito pog¢os positivos para IgG foram
escolhidos para a clonagem (1-6G, 1-10E, 2-4C, 2-11C e 3-12C), avaliando maiores
leituras de D. O. associadas aos aspectos fisicos das células que indicassem
integridade e maior viabilidade dos clones. Esta clonagem, realizada com diluicbes
sucessivas, teve o intuito de tentar isolar em cada poco apenas células hibridas
produtoras de um Unico tipo de anticorpo.

Apods 15 dias da clonagem com as células hibridas, apenas quatro das cinco ainda
apresentavam positividade em ELISA, representando 80% dos hibridos (1-6G, 1-
10E, 2-4C e 3-12C). Os pogos referentes as diluicbes do hibrido 2-11C foram todos
descartados, pois apresentavam resultados negativos no ELISA. A perda da
producdo de anticorpos pelo hibrido deve-se justamente a instabilidade dos
hibridomas, que sofre alteragdes durante o processo de cultura, e, principalmente
apos as diluicbes da clonagem. Freitas (2006) refere apenas 40% dos hibridos
positivos apds clonagem, relacionando sua baixa porcentagem a um problema

apresentado especificamente pela linhagem de SP2/0 utilizada em seu trabalho.

ApOs o processo de clonagem, com as sucessivas diluicdes, os hibridos passaram a
apresentar alteracdes nos seus aspectos fisicos, diminuicdo da taxa de crescimento
e da producdo de anticorpos. Foi iniciado o protocolo para a producdo do liquido

ascitico, com o objetivo de nédo perder os hibridos positivos. Foram selecionados os
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pocos 1-6G CL10, 1-10E CL17, 2-4C CL14 e 3-12C CL9A, de acordo com os
melhores resultados no ELISA e aspectos do crescimento celular.

Apos 6 dias da inoculacdo das células na cavidade peritoneal dos camundongos, foi
possivel detectar ascite para a retirada do liquido. Freitas (2006) também observou
ascite em seus camundongos apos o 6° dia de inoculacdo, enquanto que Alves
(2006) ndo observou ascite em nenhum dos camundongos inoculados, ndo havendo
producdo do liquido ascitico. Foram selecionados os liquidos asciticos com menor
grau de hemolise e realizada a titulacdo dos mesmos. Foi possivel observar que, na
menor diluicdo (1/50), todos os liquidos apresentavam D.O. acima de 1,4.

Os liquidos asciticos foram submetidos a dois protocolos de western blotting. Em gel
de poliacrilamida a 12,5% revelado com DAB foi possivel a deteccédo de bandas de
34 kDa e 31 kDa (em todos os liquidos testados) e 19 kDa (liquido ascitico 3-12C
CL9A). Ja no gel de poliacrilamida a 15% revelado com cloro-naftol foi possivel a
deteccdo de bandas de 55 kDa (2-4C CL14), 34 kDa e 31 kDa (em todos os liquidos
testados), 27 kDa e 25 kDa (1-10E CL17), 21 kDa e 20 kDa (3-12C CL9A e 2-4C
CL14).

Ellis e colaboradores (1991) utilizaram proteinas extraidas do sonicado da massa
bacteriana de cultura como antigeno em um western blotting para a avaliacdo de
soros de ovinos naturalmente infectados. Foi possivel identificar a presenca de 11
proteinas com pesos moleculares diferentes, incluindo uma banda de 20kDa e outra
com 31, 6kDa. Quando utilizado o sobrenadante da cultura, cinco proteinas de
pesos moleculares diferentes foram identificadas, entre elas, uma de 20kDa e outra
de 31,6kDa.

Vale e colaboradores (2003) utilizaram extratos obtidos a partir de sonicado de
cultura de uma cepa selvagem e uma cepa considerada atenuada (1002) de C.
pseudotuberculosis como antigeno em western blotting com soros de caprinos,
comparando-se o padréo de reconhecimento antigénico de animais naturalmente
infectados e animais imunizados ao longo de 12 meses. Os dois grupos
apresentaram o mesmo padrao de reconhecimento, com a detec¢dao de 9 bandas

proteicas, incluindo uma de 21 kDa e outra de 31.5 kDa.
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Paule e colaboradores (2003) realizou western blotting com os soros de caprinos
experimentalmente infectados por C. pseudotuberculosis e identificou o
reconhecimento antigénico de 11 moléculas, constando entre elas as bandas de 34
kDa e 55 kDa. Este mesmo grupo publicou outro trabalho (2004b) aplicando soros
de caprinos naturalmente infectados em técnica de western blotting, onde uma
proteina de 31 kDa foi reconhecida quando utilizados antigenos secretados e

somaticos.

Moura-Costa e colaboradores (2008) utilizaram proteinas extraidas do sonicado da
massa bacteriana da cultura de uma linhagem atenuada de C. pseudotuberculosis
(T1l) como antigeno em um western blotting com soros de caprinos
experimentalmente infectados, sendo observado o reconhecimento de bandas com

pesos moleculares diferentes, entre elas, moléculas de 21 kDa e 31 kDa.

Em estudo realizado por Bastos (2011), utilizando o processo de extracdo de
antigeno somatico hidrofébico, foi aplicada a técnica de western blotting utilizando
um pool de soros ovinos positivos para IgG anti-C. pseudotuberculosis, avaliando o
perfil das moléculas estruturais hidrofébicas de C. pseudotuberculosis de cepas de
baixa e alta viruléncia. Foi possivel detectar o reconhecimento de antigenos com
pesos moleculares de 19 kDa, 20 kDa, 21 kDa e 25 kDa em cepa virulenta (VD57) e
bandas de 19 kDa e 27 kDa em cepa atenuada (T1). O autor afirma que o antigeno
somatico hidrofébico possui antigenos promissores para o desenvolvimento de
testes de diagndésticos, com moléculas estruturais com reatividade no immunoblot e
no ELISA indireto.

Vale (2005) produziu, a partir de células esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados com proteinas de antigeno somatico total sonicado, anticorpos
monoclonais contra uma proteina de 75 kDa de peso molecular. Testados em
ensaios de imunoprotecao, estes anticorpos foram capazes de aumentar de modo
significativo a sobrevivéncia de camundongos infectados com uma linhagem
virulenta deste micro-organismo. Porém, nos liquidos asciticos obtidos em nosso
trabalho ndo foi evidenciada a produgcdo de anticorpos contra esta proteina de

75kDa, em nenhuma das duas técnicas de western blotting aplicadas.
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Constata-se que todos os antigenos reconhecidos pelos liquidos asciticos
produzidos neste trabalho, nas duas técnicas de western blotting aplicadas, ja foram
identificados na literatura como moléculas antigénicas que sdo reconhecidas por
anticorpos presentes em soro de caprinos e ovinos infectados por C.
pseudotuberculosis, sendo assim consideradas moléculas imunogénicas com o

potencial para o desenvolvimento de uma vacina eficaz.

Apesar da identificacdo de diversas moléculas imunogénicas, muitas dessas
proteinas ainda ndo foram caracterizadas, o que dificulta a sua utilizacdo. Porém,
vale ressaltar que a banda de aproximadamente 31 kDa corresponde a fosfolipase
D, uma potente exotoxina hemolitica que permite a disseminacao e a persisténcia de
C. pseudotuberculosis no sistema linfatico, sendo considerada como o maior fator de
viruléncia desse microrganismo (BROWN; OLANDER, 1987; JOLLY, 1965;
SONGER et al., 1990; HODGSON; BIRD; NISBET, 1990; MCNAMARA; BRADLEY;
SONGER, 1994; DORELLA et al., 2006). A literatura indica que anticorpos
antifosfolipase D presentes antes da infeccdo, exercem um efeito protetor,
dificultando a disseminacdo da bactéria para os linfonodos e danos teciduais
(YOZWIAK, SONGER, 1993; WILLIAMSON, 2001).

De acordo com a literatura, a banda de aproximadamente 31 kDa € detectada por
western blotting tanto com a utilizacdo de antigeno somatico quanto com antigeno
secretado. Isso pode estar relacionado, provavelmente, pelo fato da fosfolipase D
ser uma exotoxina, e com isso precisar ser ligada a membrana da célula durante o
processo de secrecdo. Este processo de ancoragem e posterior secrecao foi
descrito em Corynebacterium diphteriae, bactéria do mesmo género e
filogeneticamente proxima a C. pseudotuberculosis (COLOMBO et al., 2001). Dessa
forma, a presenca da PLD no antigeno somatico hidrofébico pode ser explicada pelo
fato dela, provavelmente, estar ligada a membrana da célula durante o procedimento

de extracao.

Hodgson, Bird e Nisbet (1990), em um estudo sobre o sequenciamento do gene da
PLD, encontraram, antecedendo este gene, uma pequena sequéncia codificante de

24 residuos de aminoacidos que, segundo estes autores, poderia ser um peptideo
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sinal. Estes autores admitem que a PLD com 31,4 kDa corresponda a PLD madura,
enquanto que a proteina com 34,1 kDa seria a PLD associada ao seu peptideo sinal.
Este trabalho é citado por Baird e Fontaine (2007), que também faz referéncia a este

possivel peptideo sinal de 2,7 kDa.

O peptideo sinal foi descoberto em proteinas secretadas que sao translocadas
através da membrana como um primeiro passo para a sua liberacdo da célula. Ao
contrario das proteinas citoplasmaticas, as proteinas destinadas para secrecdo sao
marcadas na extremidade N-terminal com uma determinada sequéncia de
aminoacidos, formando o peptideo sinal. Este peptideo extra é responséavel por
sinalizar o transporte da proteina para a membrana celular, sendo clivado por uma
peptidase e removido da cadeia polipeptidica no momento da secrecdo da proteina,
e ndo €, portanto, encontrado na proteina madura. Dessa forma, a proteina
inicialmente sintetizada é ligeiramente maior do que a proteina madura secretada.
De acordo com a literatura, ha pouca homologia entre as sequéncias de sinal de
diferentes proteinas secretadas e, geralmente, a por¢cao N-terminal basica composta
de 2 a 8 aminoacidos é seguida por uma cadeia de aminoacidos hidrofébicos. Este
sistema é encontrado tanto em células eucariéticas como em células bacterianas, de
forma semelhante (ALBERTS et al., 2008; CLARK, 2005).

Dessa forma, € possivel que todos os liquidos asciticos induzidos pelos quatro
clones produzidos neste trabalho possuam anticorpos que reconhecem tanto a
fosfolipase D sintetizada com o peptideo sinal (aproximadamente 34 kDa) quanto a
forma madura da exotoxina (aproximadamente 31 kDa). Vale ressaltar que o liquido
ascitico induzido pelo clone 1-6G CL10 reconhece apenas as duas bandas de 31
kDa e de 34 kDa, que correspondem aos pesos atribuidos a PLD e nenhuma outra
proteina presente no antigeno somatico hidrofébico, o que caracteriza os anticorpos

produzidos por este clone como monoclonais.

Hallas e colaboradores (1990) produziram dois anticorpos monoclonais (MAbl e
MADb2) contra a toxina diftérica através da imunizacdo de camundongos BALB/c com
o toxoide e fusdo dos esplendcitos com células de mieloma de rato da linhagem JK-
Ag8653. ApGs a conjugacdo dos anticorpos monoclonais com isotiocianato de

fluoresceina (FITC), foi possivel a realizacao de ensaios imunoenzimaticos (EIA) que
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determinaram a eficiéncia do MAb2 como anticorpo de captura e o MAb1l como
anticorpo de detecc¢ao, que foram utilizados em um imunoensaio para a deteccéo de
toxinas nos sobrenadantes de cultura de Corynebacterium diphteriae e C. ulcerans.
O ensaio teve 96% de correlacdo com o teste de Elek (reacdo de imunodifusdo para

deteccdo da toxina diftérica) e com a viruléncia em cobaias.

Glatman-Freedman e colaboradores (1996) produziram trés anticorpos monoclonais
a partir da imunizacdo de camundongos BALB/c com células de Mycobacterium
tuberculosis mortas pelo calor e fusdo dos esplendcitos com células de mieloma
murino da linhagem NSO. Todos os monoclonais produzidos eram especificos para
epitopos de superficie de Mycobacterium tuberculosis, sendo esta caracteristica
comprovada a partir das técnicas de ELISA de células inteiras, imunofluorescéncia
indireta e por microscopia imunoeletronica. Os anticorpos apresentaram reatividade
cruzada com outras micobactérias, porém ndo reconheceram antigenos em
bactérias ndo pertencentes a este grupo. Dois anticorpos monoclonais produzidos
foram utilizados em um ensaio de ELISA de captura modificado, onde um dos
monoclonais foi usado como anticorpo de captura e um segundo foi usado como

anticorpo de deteccéo.

A literatura apresenta diversas utilidades para os anticorpos monoclonais produzidos
a partir da imunizacdo de camundongos e fusdo dos esplendcitos com uma célula de
mieloma. Estes anticorpos sao ferramentas importantes para o desenvolvimento de
imunoensaios através das técnicas de ELISA, imunofluorescéncia indireta e
microscopia imunoeletrénica, além de imunohistoquimica, imunocitoquimica e
citometria de fluxo. Sendo assim, os liquidos asciticos produzidos durante esse
trabalho possuem anticorpos que s&o promissores para a realizacdo de
imunoensaios que visam um melhor entendimento da patogénese da doenca
provocada por C. pseudotuberculosis e elaboracdo de um kit de diagnostico da

infeccédo utilizando anticorpos monoclonais.
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7 CONCLUSOES

A aplicacdo da técnica de SDS-PAGE utilizando géis de poliacrilamida a
12,5% e 15% demonstrou que o gel a 15% favoreceu a separacdo de

proteinas de baixo peso molecular.

O processo de imunizacdo usado, com apenas duas imuniza¢cdes com um
intervalo de 10 dias, propiciou a deteccdo de anticorpos das classes IgG e
IgM.

A inoculacdo das células hibridas na cavidade peritoneal dos camundongos
acarretou numa rapida producdo de liquido ascitico e com altas
concentragcbes de anticorpos, apresentando D.O. acima de 1,4 no ELISA na
diluicdo 1/50.

Constata-se que todos os antigenos reconhecidos pelos anticorpos, nas duas
técnicas de western blotting aplicadas, ja foram referidos na literatura como
moléculas antigénicas reconhecidas por anticorpos presentes em soro de

caprinos e ovinos infectados por C. pseudotuberculosis.

Todos os liquidos asciticos possuem anticorpos contra uma molécula de 34
kDa e outra de 31 kDa, que correspondem ao pesos moleculares da
fosfolipase D com seu peptideo sinal e a fosfolipase D madura,

respectivamente.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo dos hibridomas obtidos neste trabalho deve prosseguir com o
objetivo de fazer outras diluigdes limitantes, tentando obter clones que

secretem apenas um anticorpo monoclonal.

Marcacdo dos anticorpos com marcadores fluorecentes para estudos que
permitam o acompanhamento do processo infeccioso, através da aplicacao
destes anticorpos em ensaios de imunohistoquimica, imunocitoquimica e em

citometria de fluxo.

Elaboracdo de imunoensaios com o objetivo de produzir um kit de diagnostico
da infeccdo por C. pseudotuberculosis, utilizando os anticorpos monoclonais

produzidos.

Prosseguimento do estudo do antigeno somético hidrofébico para a melhor
caracterizagdo do mesmo, incluindo, o sequenciamento das bandas
reconhecidas pelos hibridomas produzidos, particularmente as de 31 e 34
kDa.
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APENDICE

A padronizacdo do ELISA foi apresentada na forma de poster durante o XXl
Congresso Latinoamericano de Microbiologia (XXI ALAM), com o trabalho intitulado
“‘Development and Standardization of an ELISA for Detecting Antibodies Against a
Glycoprotein Antigen of Corynebacterium pseudotuberculosis in Mice Sera”, com a
autoria de: Vilas-Boas, P.C.B.; Bastos, B.L.; Portela, R.W.D.; Meyer, R., Moura-
Costa, L.F.

Desenvolvimento e padronizacdo de um ELISA para deteccdo de anticorpos
contra antigeno glicoproteico de Corynebacterium pseudotuberculosis em

soro de camundongos.

1 OBJETIVO:

Desenvolver e padronizar um ELISA indireto para a detec¢éo de anticorpos contra a
porcao glicopoteica da membrana de Corynebacterium pseudotuberculosis em soro

de camundongo.

2 METODOLOGIA:

2.1 PRODUCAO DO ANTIGENO

Uma linhagem selvagem de C. pseudotuberculosis (VD57) foi cultivada em caldo
BHI (Brain-heart infusion) a 37°C por 72 h; a massa bacteriana foi recolhida apos
centrifugacéo, lavada em tampao fosfato (PBS) e sonicada a 60 Hz. O material foi

submetido a extracdo com solucédo de cloroférmio-metanol-agua (5/10/4, viviv) para
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processo de delipidacdo. O sedimento obtido apos a extracdo foi seco sob gas N2 e
extraido com solugéo a 9% de butanol em agua. Os sobrenadantes foram reunidos e
rota-evaporados. A concentracdo proteica foi determinada pelo método de Lowry
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, Califérnia), utilizando soro albumina bovina como

padréo.

2.2 PADRONIZACAO DO ELISA

Para a determinacdo da fase sdlida do ELISA indireto, foram testadas as
concentracbes de 0,5 ug, 1 ug, 2 ug e 4 ug de antigeno por poco. Para a
determinacao das concentracdes de soro e conjugado foram utilizadas as seguintes
diluigbes: 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 para os soros, e 1:5.000, 1:10.000,
1:20.000 e 1:40.000 para o conjugado. O tempo de revelacdo para todas as etapas

foi de 15 minutos.

2.3 APLICACAO DO TESTE

Apés a padronizacdo, o teste foi aplicado em soro de 4 camundongos balb/c
imunizados com o antigeno glicoproteico. Os camundongos passaram por 4
imunizacdes com 50 pg do antigeno, sendo a primeira utilizando adjuvante completo
de Freund, enquanto que as trés imunizacdes subsequentes foram realizadas
usando adjuvante incompleto de Freund. Como controle positivo do teste foi utilizado
um pool de soros de camundongos BALB/c experimentalmente infectados por C.
pseudotuberculosis. Como controle negativo foi utilizado um pool de soros de
camundongos negativos para infec¢céo por C. pseudotuberculosis.

3 RESULTADOS



3.1 CONCENTRAGAO DO ANTIGENO E DILUIGAO DO SORO
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Figura 1: Densidades 6pticas para 0,5 ug, 1 ug, 2 pg e 4 pug de antigeno por poco em placa de ELISA

e diluicdes de
1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 para o soros. Utilizou-se 1:15.000 como diluicdo do conjugado.

3.2 DILUICAO DO SORO E DILUICAO DO CONJUGADO
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Figura 2: Densidades opticas para 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 de dilui¢do dos soros e 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000 e 1:40.000 para
diluigbes do conjugado. Utilizou-se , 2 pg de antigeno por pogo.

3.3 APLICACAO DO TESTE
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Figura 3: Densidades opticas da aplicacdo do teste ELISA para o soro de quatro camundongos imunizados com o antigeno
glicoproteico. Utilizou-se 2 pg de antigeno, diluicdes de soro e conjugado foram de 1:25 e 1:5.000, respectivamente

4 CONSIDERACOES FINAIS

Apés a padronizacgdo, constatou-se que a concentracdo Otima do antigeno foi de 2
Mg e as melhores diluicbes de soro e conjugado foram de 1:25 e 1:5.000,
respectivamente. Testes para a deteccdo de anticorpos em processo de infeccao de
camundongos por uma linhagem selvagem de C. pseudotuberculosis e avaliagdo de
sensibilidade e especificidade do teste de ELISA estdo em andamento.



