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RESUMO

CARACTERIZACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA ROTAVIRUS
BOVINO E SUAS APLICACOES COMO FERRAMENTA DE DIAGNOSTICO.
[PATRICIA ARAUJO BECK]. O Rotavirus, pertencente a familia Reoviridae, é o
maior agente etioldgico de diarréias agudas em bovinos. O virus é ndo envelopado, de
simetria icosaédrica e possui capsideo duplo constituido pelas proteinas estruturais VP1,
2, 3,4,6e7.0 objetivo deste trabalho foi a caracteriza¢do dos anticorpos monoclonais
(AcM) produzidos contra Rotavirus bovino para sua aplicagdo como ferramenta de
diagnédstico, utilizando as técnicas de Isotipificacdo, Dot-blot, Western-blot,
Imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). A caracterizacdo
imunoguimica demonstrou que todos os AcM (1G5, 4F7, 1E12, 4F3 e 3C12) foram do
isotipo 1gG2a, com cadeia leve k. Atraves da técnica de Dot-blot, os AcM 1G5, 4F7,
1E12, 4F3 detectaram antigenos do Rotavirus e apenas dois AcM (1E12 e 4F3)
reconheceram proteinas virais pela técnica de Western-blot. Os cinco AcM reagiram
positivamente na técnica de IFI e, também, foram capazes de detectar antigeno viral nas
amostras fecais, pela técnica de ELISA de captura. Desta forma, foi possivel identificar
dois grupos de AcM: um formado pelo 4F7, 1E12 e 1G5 que tiveram resultados
animadores para seu uso na deteccdo de antigeno viral em fezes, e outro pelos AcM 4F3
e 3C12, que podem ser usados para detectar antigeno viral em culturas de células
através de IFI. Portanto, a caracterizacdo imunoquimica dos AcM mostra o seu possivel

uso como ferramenta no diagnostico das rotaviroses em bovinos.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais, Rotavirus e Caracterizacdo



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST BOVINE
ROTAVIRUS AND THEIR DIAGNOSTIC APPLICATIONS. [PATRICIA ARAUJO
BECK]. Rotavirus, a member of the Reoviridae family, is the most important etiologic
agent of diarrheas in bovine. Complete particules measure 70 nm in diameter, are
nonenveloped and have a distinctive double-layered icosahedral protein capsid that
consists of an outer and an inner layer. Within the inner capsid is a third layer, the core,
that contains the virus genome consisting of 11 segments of double-strand RNA. The
genome codes structural proteins VP1, 2, 3, 4, 6 e 7. The objective of this stydy was the
characterization of monoclonal antibodies (MAbs) and the use of these MAbs as
diagnosis tools by Isotyping, Dot-blot, Western-blot, Immunofluorescence and ELISA
techniques. The immunochemistry characterization showed that all were isotype 1gG2a
with a kappa light chain. The Dot-blot immunoassay showed that the MAbs 1G5, 4F7,
1E12, 4F3 detected viral antigens and only two MAbs (1E12 e 4F3) recognized viral
proteins by Western-blot. The five MAbs reacted positively to indirecta
immunofluorescence (IFI) and all MAbs can detect rotavirus antigen in fecal samples by
indirect ELISA. We identificated two groups of Mabs: one with 4F7, 1E12 e 1G5
showing stimulant results by use detect rotavirus antigen in fecal samples and other with
4F3 e 3C12 by use detected Rotavirus antigens in cell culture by IFI. The results
obtained discuss the potential use of these MAbs as diagnosis tools in diarrheas by

Rotavirus in bovines.

Key Words: Monoclonal Antibodies, Rotavirus, Characterization.
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1. INTRODUCAO

Rotavirus tem sido identificado como o maior agente etiol6gico de gastroenterite
viral aguda em animais jovens de uma variedade de espécies, incluindo a humana

(McCRAE et al., 1982; GREENBERG et al., 1983).
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Em bezerros, as diarréias constituem um importante problema mundial e o
Rotavirus € um dos mais frequentes patégenos envolvidos na doenca (BRITO et al,
2000). A diarreia causada pelo Rotavirus €, muitas vezes, mais grave do que aguelas
provocadas por outras viroses, provocando consideraveis prejuizos econémicos. Um
estudo sobre o impacto das infecgdes entéricas na populacdo bovina, no Brasil, concluiu
que leva a um prejuizo anual de aproximadamente 100 milhdes de dolares (SILVA et
al., 2001). O prejuizo econdmico é devido ao atraso no crescimento, tempo e peso
inadequado ao abate e, em alguns casos, até a morte dos animais infectados.

As manifestacdes clinicas da enfermidade ndo sdo suficientemente distintas para
permitir o diagndstico. Por isso, o diagnostico requer deteccdo do virus ou antigeno
viral (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).

O anticorpo monoclonal tornou-se um componente chave para testes diagnosticos
clinico laboratorial. Sua ampla aplicacdo em deteccdo e identificacdo de analitos
séricos, ceélulas marcadas, e agentes patogénicos deve-se em grande parte a
especificidade requintada desses reagentes (NELSON et al., 2000).

Neste trabalho, foi realizada a caracterizacdo de anticorpos monoclonais contra
Rotavirus bovino, produzidos no Laboratorio de Virologia, ICS-UFBA e avaliada sua

aplicacdo como ferramenta de diagnostico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

2.1.1 Caracteristicas Morfoldgicas

Os Rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. O virion mede,

aproximadamente, 70 nm de didmetro, de simetria icosaédrica, ndo envelopado, com
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seis proteinas organizadas em trés camadas concéntricas distintas contendo um genoma

de 11 segmentos de RNA de fita dupla (LUDERT et al., 2002).

O segmento de RNA 1, 2, e 3 codifica proteinas virais (VPs) do core ou cerne
(camada protéica mais interna do virion), designadas VP1 (125 kDa), VP2 (94 kDa) e
VP3 (88 kDa), ao passo que o segmento 6 codifica a maior proteina da camada
intermediaria, o capsideo interno VP6 (41kDa) e os segmentos 4 e 9 codificam para
proteinas do capsideo externo VP4 (88 kDa) e VP7 (37 kDa) , respectivamente.
Entretanto, os segmentos 5, 7, 8, 10 e 11 codificam as seis proteinas ndo estruturais

(NSPs), designadas NSP1 a NSP6 (Figura 1) (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).

No Rotavirus, o capsideo externo é composto por 780 cdpias da glicoproteina
VP7 organizadas em 260 trimeros e, 120 cOpias da proteina VP4 que forma as 60
espiculas virais (JAYARAM et al, 2004). Ambas induzem, independentemente, a

formacéo de anticorpos neutralizantes (CHEN et al., 1992; SANTOS et al., 2002).

A proteina VP4 € clivada especificamente pela enzima proteolitica tripsina, para
formar produtos de clivagem designados VP5*(60 kDa) e VP8*(28 kDa) que

permanecem associados ao virion (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).

Esta clivagem proteolitica da VP4 potencializa a infectividade, facilitando a
penetracdo do virus na célula. VP4 esta implicada ndo somente na ligacéo e penetracdo
a celula mas também, a diversas outras funcdes bioldgicas como atividade
hemaglutinante e viruléncia. O peptideo VP5* contém sitios responsaveis pela
reatividade cruzada entre diferentes tipos de VP4 e, possivelmente, possui 0s epitopos
responsaveis pela adsorcdo do virus a celula, ao passo que o peptideo VP8* possui 0

maior sitio antigénico para especificidade de sorotipo (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).
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A proteina VP6 contém o maior antigeno de subgrupo, assim como, o antigeno
que atua como o principal determinante da reatividade de grupo (SANTOS et al., 2002).
Das proteinas ndo estruturais, NSP4 (28kDa) tem mencéo especial, por funcionar
como um receptor intracelular para particulas virais imaturas e participar na montagem
do virus, além de ser definida como uma enterotoxina, induzindo diarréia. (KATYAL et

al., 2000; MORI et al., 2002).

SRNA Prolein
1= — VP1
Z . a— VP2
3P == T VP3
o = vp4

5 i —— — NSP1
6 —» — +—\/PB

N:
;}, _éuggg
° VP7
10— <— NSP4
i G i — =— NSPS. 6

Figura 1 - Representacdo esquematica dos 11 seguimentos gendmicos do Rotavirus

codificando proteinas estruturais e ndo-estruturais (JAYARAM et al., 2004).

2.1.2 Classificagdo

Os Rotavirus sdo classificados sorologicamente em grupos e subgrupos baseados
em determinantes antigénicos da proteina VP6. Até o momento foram descritos 7
grupos, denominados de A a G (SANTOS, GOUVEA, 1997), sendo o grupo A a causa

mais comum de diarréia neonatal em animais e humanos (LU et al., 1995).
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Os virus do grupo A sdo classificados em 4 subgrupos: I, 11, I e Il, ndo 1-ndo Il e
em sorotipos (determinados por reacdes soroldgicas) e/ou genotipos (determinados por
analise do acido nucléico). Os sorotipos foram definidos com base nas proteinas do
capsideo externo VP7 (denominados G, por se tratar de uma glicoproteina) e VP4
(denominados P, devido a sua sensibilidade a protedlise) (SANTOS, GOUVEA, 1997).
Até o momento foram descritos 14 sorotipos e genotipos G, 12 sorotipos e 20 genotipos
P (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).

Tipos G e P especificos tém sido associados com espécies de animais. Por
exemplo, Rotavirus bovino geralmente pertence aos tipos G 6, 8 e 10 e tipo P [1], [5] ou

[11] (EL-ATTAR et al., 2002).

2.1.3 Ciclo de Replicacéo Viral

O receptor celular para os Rotavirus ainda ndo é conhecido (ESTES, 2001).
Estudos recentes tém mostrado que a entrada do Rotavirus na célula hospedeira é um
processo de multiplas etapas envolvendo acido sialico (AS) (N-acetil-neuraminico) e
integrinas (avp3, o4Pl, o2Bl) presentes nas membranas celulares. Porém, o
envolvimento do AS ndo é uma etapa essencial para todas as cepas do Rotavirus
(JAYARAM et al., 2004), uma vez que a maior parte dos Rotavirus animais e humanos
sdo AS independente (CIARLET et al., 2002). Com isso, € sugerido que existam pelo
menos dois tipos de receptores: o AS e os glicoconjugados (gangliosideos, glicolipidio
neutro, glicoproteina) (ISA et al., 2004).

Apo0s a adsorcdo, o virus € internalizado. Os Rotavirus penetram nas células por
meio de processos que provavelmente requerem VP4 (através do peptideo VP5*) e VP7
para otimizar a ligacdo. A ligag&o inicial € dependente de sddio e ocorre no pH entre 5,5

e 8,0 (ESTES, 2001; MENDEZ et al., 1999).
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As particulas sdo internalizadas em 60 a 90 minutos por um mecanismo ainda
controverso. Estudos com microscopia eletronica propdem dois mecanismos: endocitose
ou penetracdo direta do virus através da membrana. Outros estudos demonstram que o
desnudamento deve ocorrer pelo efeito das enzimas lisossomais (SANTOS et al., 2002).

A transcricdo do genoma acontece dentro de particulas com duplo capsideo
(DLPs). A integridade estrutural da DLP, que é composta das proteinas virais VP1,
VP2, VP3 e VP6, é essencial para a transcricdo (PRASAD et al.,1996). A sintese do
RNA mensageiro (RNAmM) é mediada pela proteina VP1, uma RNA polimerase RNA-
dependente viral endogena e requer a atividade de uma helicase para desnaturacdo do
RNA e de uma guanililtransferase (VP3) para o capeamento do RNAm (ESTES, 2001).

O exato sitio de transcricdo dentro do citoplasma ndo tem sido precisamente
localizado (ESTES, 2001). As fitas de RNAm formadas serédo traduzida em proteinas ou
servirdo como molde para a sintese do RNA fita dupla (RNA f.d.) que ira formar o
genoma da progénie viral (SANTOS et al., 2002).

A replicacdo é um processo assimétrico e semiconservativo. As fitas de polaridade
positiva servem de molde para a producdo da fita negativa e a fita molde permanece
ligada a fita nascente, formando a dupla fita (SANTOS et al., 2002).

A maioria das proteinas estruturais e ndo-estruturais do Rotavirus sdo sintetizadas
nos ribossomos livres, em contraste a glicoproteina VP7 e NSP4 sdo sintetizadas nos
ribossomos associados com a membrana do reticulo endoplasmético rugoso (RER),
onde séo processadas e inseridas na membrana. A NSP5 ¢ sintetizada nos ribossomos
livres e glicosilada no RER. O processamento dessas proteinas acontece exclusivamente
no RER, ndo sendo transportadas para o complexo de Golgi (ESTES, 2001).

O processo de montagem do virus ocorre de forma coordenada com a replicagéo.

Ele ocorre no citoplasma, inicialmente dentro de estruturas denominadas viroplasmas e,
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posteriormente, a particula sofre maturacdo dentro do RER, num processo dependente
da concentragdo elevada de fons calcio (Ca™) para estabilizagdo das proteinas do

capsideo externo (ESTES, 2001).
O ciclo infeccioso termina quando a progénie do virus é liberada pela lise da

célula hospedeira (ESTES, 2001).

2.2 ENTRADA DO VIRUS E MANIFESTACOES CLINICAS

O virus penetra no organismo por via oral-fecal e o periodo de incubacdo da
doenca € de, aproximadamente, 48 horas.

O Rotavirus tem tropismo pelas células altamente diferenciadas, apicais, do
epitélio das vilosidades do intestino delgado, principalmente as do jejuno e ileo. A
replicacdo viral provoca um processo descamativo destas células, levando a diminuicao
da capacidade absortiva do intestino (SANTOS; GOUVEA, 1997).

Estudos de amostras de bidpsias do intestino delgado de lactentes e de animais
infectados experimentalmente mostram a ocorréncia de encurtamento e atrofia das
microvilosidades, infiltracdo de células mononucleares na lamina prépria, distensdo da
cisterna do reticulo endoplasmatico, aumento do tamanho e escassez mitocondrial.
(KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).

O mecanismo pelo qual o Rotavirus causa diarréia ndo estd bem elucidado. O
mecanismo classico proposto sustenta que, face a extensa lesdo epitelial, desencadeiam-
se fenbmenos de mé& absorcdo que se exacerbam devido ao sensivel declinio no nivel
das dissacaridases. O acumulo de dissacarideos no lumem intestinal, por conseguinte,
precipitaria quadro diarréico de natureza essencialmente osmética. Entretanto,
experimentos recentes, utilizando-se modelos murinos, demonstraram que a proteina

viral NSP4 reserva um carater enterotoxigénico, induzindo fendmenos secretérios que
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culminam com a diarréia (OLIVEIRA; LINHARES, 1999; LUNDGREN et al., 2000;

MORI et al., 2002).

Os principais achados clinicos consistem em anorexia, prostracdo, depressdo e
vomitos, seguidos por diarréia que varia de aquosa a cremosa. Como conseqiiéncia da
diarréia, ha desidratacéo e perda de peso. A mortalidade dos animais infectados depende
da severidade do quadro de diarréia e do grau de desidratacdo (ANKE, 1989). A morte
desses animais pode ocorrer, de 3 a 7 dias apds o inicio da diarréia (COLUCHI;

KROEFF, 2000).

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA

Os mecanismos imunes responsaveis pela resolucéo da infec¢do e protecdo contra
subsequentes rotaviroses ndo sdo bem compreendidos. Correlacdo entre protecdo e
titulos de anticorpos contra Rotavirus no soro e intestino tém sido reportado
(KAPIKIAN et al., 1983; CHIBA et al., 1986), mas essa correlacdo ndo tem sido

consistentemente observada (WARD; BERSTEEN, 1995).

Nos sitios de replicacdo, os Rotavirus sdo processados pelas ceélulas
apresentadoras de antigeno e apresentados aos linfocitos T auxiliares (Th) e linfocitos T
citotoxicos (CTLs). Posteriormente, os linfécitos Th virus-especificos, dentro do
intestino, liberam fatores de crescimento e diferenciacdo dos linfocitos B, e surgem
anticorpos IgM e IgA especificos contra Rotavirus na superficie da mucosa intestinal.
Coincidindo com o aparecimento de linfécitos T e B especificos na circulacéo,
anticorpos IgM e IgA especificos também aparecem no soro 4 a 6 dias ap6s infecgédo
(KATYAL et al., 2000).

Estudos realizados por McNEAL et al. (1995) sugeriram trés mecanismos de

imunidade ao Rotavirus. O primeiro mecanismo parece ser atraves da atividade da
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célula B, presumivelmente por meio de anticorpo. Esse efetor foi demonstrado ser
necessario para a resolugdo normal da infeccéo inicial em camundongos uMt (linhagem
de camundongos deficiente em células B) e como protetor contra reinfeccbes em
camundongos JuD (uma segunda linhagem de camundongo nocaute). O mecanismo de
protecdo por anticorpo ndo tém sido determinado, mas ndo deve ser através de
neutralizacdo classica. Diversos estudos tém mostrado forte correlagdo entre protecédo in
vivo e resposta de anticorpos IgA intestinal e sérico (RUGGERI et al, 1998). A resposta
imune tipica se traduz inicialmente em termos de imunoglobulina M (IgM) especifica,
sucedendo-se a producdo dos anticorpos das classes 1gG e IgA. Conquanto seja
questionavel o papel protetor da imunidade humoral nesse contexto, sdo mdultiplos os
estudos associando a IgA secretora a reducdo na incidéncia e na gravidade das infec¢des
por esses agentes virais (OLIVEIRA, LINHARES, 1999).

Uma segunda funcdo efetora identificada nesses estudos foi, provavelmente,
devido a atividade dos CTLs, que desempenham uma das a¢des primarias das células
CD8+, cuja importancia é demonstrada na resposta imune contra muitas infeccOes
virais. Embora, a producdo de células CD8+ de memoria devam durar por toda a vida,
células efetoras tém vida curta, e desse modo considera-se esta associacdo com a
resolucdo da infeccdo inicial, mas falta associacdo com a protecdo contra reinfecgéo.
Segundo OLDHAM et al. (1993), a populacdo de células CD8+ estd envolvida na
limitacdo da infec¢do primaria por Rotavirus.

Células T CD8+ tém sido postulado mediar in vivo, efeito antiviral por lise direta
das células do hospedeiro infectadas por virus ou pela liberacdo de citocinas que
induzem um efeito antiviral (FRANCO et al., 1997).

Finalmente, quando anticorpos ndo estdo presentes e células CD8+ foram

destruidas, outra fungdo efetora parece atuar, pelo menos na resolucdo da infecgéo. Esta
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se deve a atividade das células natural killer, que tém sido reportadas com papel
protetor em outras infeccdes virais (McNEAL et al.,1995).

Mecanismos envolvendo a liberacdo de citocinas como Interferon-gama (IFN-y) e
Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) também tém atividade antiviral direta

(RAMSEY et al., 1993).

2.4 ANTICORPOS MONOCLONAIS

2.4.1 Definicéo

Anticorpos monoclonais (AcM) sdo anticorpos de especificidade Unica, derivados
de um Unico clone de células B e que respondem a um Unico epitopo.

A tecnologia da producdo de AcM foi desenvolvida em 1975, por Georges Kohler
e Cesar Milstein tornando-se, rapidamente, uma das ferramentas chave da imunologia.
Em esséncia, a técnica envolve a fuséo celular de linfdcitos B, que tem a propriedade de
produzir anticorpos especificos, mas que vivem poucos dias em culturas in vitro, com
uma célula de mieloma que tem a propriedade da imortalidade. O produto dessa unido é
uma célula, denominada hibridoma, que pode secretar anticorpos da especificidade

desejada e pode viver por tempo ilimitado (KOHLER; MISTEIN, 1975).

A cultura continua de hibridomas para producdo de AcM oferece como vantagens
um suplemento inesgotavel de imunoglobulinas com altos titulos, alta reprodutibilidade
e evita o aparecimento de reacdes cruzadas. Consequentemente, o AcM permite 0
desenvolvimento de sistemas imunoensaios padronizados e seguros. Logo, ACM servem
como poderosas ferramentas para a investigacdo de macromoléculas e células, e tém
provido reagentes efetivos em termos de especificidade para testes diagnosticos clinicos

(NELSON et al., 2000).
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2.4.2 Anticorpos policlonais versus AcM

Os anticorpos policlonais detectam uma multiplicidade de epitopos e, portanto,
reconhece antigenos diferentes, importante, por exemplo, em testes onde multivaléncia
é essencial (imunoprecipitacdo). Em adicdo, reagentes policlonais sdo relativamente
simples e baratos de produzir quando comparados com reagentes monoclonais. Além
disso, 0 uso de animais como cavalo, cabra e coelho permite a recuperacdo de grandes
volumes de soro rico em imunoglobulinas. Contudo, existem diferencas na reatividade e
titulos dos anticorpos, e sofrem , geralmente, de uma falta de reprodutibilidade, devido a

heterogeneidade dos anticorpos (NELSON et al., 2000).

2.4.3 Caracterizacao de AcM: Propriedades

A caracterizacdo de um AcM promove a analise do anticorpo produzido pelo
hibridoma, em termos de reatividade e especificidade. Para tanto, é essencial a
reclonagem dos hibridomas para evitar dados ambiguos, resultando em anticorpos de
diferentes classes, especificidade e afinidade (NELSON et al., 2000).

Um aspecto crucial da caracterizacdo relaciona o perfil do AcM para diferentes
tipos de ensaios. 1sso € especialmente pertinente para o potencial do anticorpo como
reagente diagnostico, ja que alguns AcM reagem bem em alguns sistemas mas ndo em
outros. Esse fendmeno, chamado de restricdo de ensaio, define como um anticorpo
reconhece um epitopo alvo no contexto do tipo de ensaio usado, por que 0s epitopos
poderdo ser desnaturados ou tornar-se inacessivel. Desta forma, é importante testar o
AcM contra um amplo painel de antigenos ou preparacOes tissulares, em diferentes

ensaios imunoquimicos (NELSON et al., 2000).

E notavel que, embora um hibridoma seja o produto da fusio de uma unica célula

B e produza um AcM de excelente especificidade, esse mesmo anticorpo pode ter
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reacdo cruzada com outros antigenos ou exibir dupla especificidade. Isto pode ser
devido ao reconhecimento de sitios combinados mais do que um determinante
antigénico, por alguma similaridade na forma ou composicdo quimica.
Consequentemente, uma rigorosa avaliacdo de um dado AcM e seus epitopos alvo se faz

necessaria (NELSON et al, 2000).

2.4.4 Aplicacbes dos AcM

Os AcM sdo muito Uteis como reagentes imunobiol6gicos. Algumas das suas

aplicacdes incluem:

a) Imunodiagndstico: O diagndstico de muitas doencas infecciosas e sistémicas
baseia-se na deteccdo de antigenos e/ou de anticorpos particulares na circulagdo ou nos
tecidos (COOK; SELF 1995).

b) Diagndstico e tratamento de tumores: A producdo de AcM contra proteinas
presentes na membrana de células tumorais, permite sua utilizacdo para detectar a
presenca dessas células em um tecido ou 6rgdo ou para elimina-las (COLFOR; HALL,
1995)

c) Identificacdo de marcadores fenotipicos Unicos para tipos celulares em
particular: A base da classificacdo moderna dos linfocitos e de outros leucdcitos é a
ligacao da populacdo especifica de AcM. Esses tém sido usados para definir “clusters de
diferencia¢dao” (marcadores CD) para os varios tipos celulares (NELSON et al., 2000).

d) Analise funcional de moléculas de superficie celular e secretadas: Na pesquisa
imunoldgica, os AcM que se ligam a moléculas de superficie celular e estimulam ou
inibem funcgdes celulares séo instrumentos inestimaveis para definir as funcGes das

moléculas de superficie, incluindo os receptores de antigenos (ABBAS et al., 2002).
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e) Outros: Cromatografia de afinidade baseada em AcM podem ser usadas como
uma etapa na purificacdo de espécies moleculares que sdo dificeis para purificacdo
quimica. Purificacdo com colunas de AcM tém sido aplicadas com sucesso para
antigenos do MHC (complexo de histocompatibilidade principal) (GOLDSBY et al.,

2002) .

2.4.5 Aplicacdes no Estudo do Rotavirus

O desenvolvimento de técnicas empregando-se AcM pode ser um dos passos
essenciais para a elucidacdo de pontos, ainda obscuros, na morfologia, ciclo de
replicacdo, imunidade, diagndstico e prevencdo ao Rotavirus (ESTES, 2001).

AcM produzidos contra antigenos virais especificos, tém sido usados
extensivamente para definir a estrutura, funcdo dos componentes virais e as interacdes
entre proteinas virais e células hospedeiras. Alem disso, AcM podem formar a base de
ensaios para o diagndstico de doencas virais (MCKEATING et al., 1999).

No estudo do Rotavirus os AcM tém sido empregados exaustivamente.
RUGGERI e GREENBERG (1991) identificaram modelos distintos de neutralizacdo
qguando compararam a atividade neutralizante de um painel de AcM dirigidos contra
VP4 e VP7. LOPEZ et al. (2000), utilizaram AcM dirigidos contra células MA-104,
para identificar moléculas de superficie celular envolvidas no processo de entrada do
Rotavirus na célula, e em ensaios imunoenzimaticos (EIA) BIRCH et al. (1988),
desenvolveram um EIA capaz de sorotipar Rotavirus humano em extratos fecais,
permitindo estudos epidemiologicos e AL-YOUSIF et al. (2000) mostraram as
aplicagdes diagndsticas de AcM contra Rotavirus bovino. Portanto, 0s AcM podem ser
ferramentas importantes no diagndstico de doencas e, por isto, nosso trabalho visa a
caracterizacdo dos AcM produzidos contra Rotavirus bovino, com o intuito de usa-los

na deteccédo desta virose bovina.
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3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral a caracterizagdo de anticorpos monoclonais
contra Rotavirus bovino e a avaliagdo do seu uso como ferramenta no diagndstico da

doenca em bovinos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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3.1.1 Caracterizacdo imunoquimica dos AcM:

- Isotipificacdo das imunoglobulinas;

- Avaliacéo da capacidade dos AcM em detectar antigeno viral por Dot-blot;

- Caracterizacao das proteinas virais reconhecidas pelos AcM por Western-blot;

- Avaliacdo dos AcM na deteccdo do Rotavirus bovino em cultura de células
através de Imunofluorescéncia indireta (IFI);

- Avaliacéo da capacidade neutralizante viral;

- Avaliacéo da capacidade de inibicdo da hemaglutinacéo;

3.1.2 Aplicacdo dos AcM em testes diagndsticos:

- Capacidade dos AcM para detectar antigeno viral, em amostras de fezes,

utilizando os testes de ELISA de captura e Dot-blot.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTIVOS CELULARES

Os ensaios para a multiplicacdo e producéo do Rotavirus bovino foram realizados

em monocamadas confluentes de células de rim de macaco, denominadas MA-104.
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Estas células foram adquiridas do Banco de Ceélulas da Faculdade de Bioquimica da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Para a multiplicacdo das células da linhagem MA-104, utilizamos garrafas tipo
Roux, mantendo as células em Meio Essencial Minimo-Eagle (GIBCO) suplementado
com 10% de soro bovino (GIBCO). Para o repique da cultura celular, foi utilizada a

técnica de desagregacdo enzimatica com tripsina 0,25% (BLAKE; STACEY, 1999).

4.2 VIRUS

Neste trabalho foi utilizada a cepa de referéncia Nebraska (Sorogrupo A, sorotipo
G6) do Rotavirus bovino, obtido do National Veterinary Services Laboratories (NVSL /

USA).

4.2.1. Producao do Virus

A producdo do Rotavirus bovino cepa Nebraska foi realizada em monocamadas
confluentes de células MA-104. As células eram lavadas com PBS para remocao do
soro bovino e, apos a ativacdo do virus por 30 minutos a 37°C com tripsina (20 ug/ml
de meio), sequia-se a adsorcédo viral durante 1 hora a 37°C, a uma multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 0,6.

Logo ap6s o periodo de adsorcdo viral a monocamada infectada era incubada a
37°C com Meio Essencial Minimo-Eagle (MEM-E) contendo tripsina 2ug/ml, até a
producdo do efeito citopatico total (desprendimento da monocamada de células
infectadas), geralmente 24 a 48h. Posteriormente, as garrafas foram submetidas a um
ciclo de congelamento (-20°C) e descongelamento, e o sobrenadante e as células
infectadas foram centrifugados a 10000g, durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

coletado e armazenado (-20°C) até seu posterior uso.
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4.2.2. Titulacéo do Virus

A titulacdo do virus infeccioso, obtido como descrito no item anterior, se
realizou por observacdo do efeito citopatico em monocamadas de células MA-104
cultivadas em microplacas de 96 pocos (NUNC). A monocamada foi infectada com
diluicdes logaritmicas (fator 10) do virus em quadruplicata (0,1 ml) e incubada a 37°C
em estufa com atmosfera de 5% de CO>. A leitura do titulo do virus foi realizada apos

72 horas, observando-se o efeito citopatico e calculando-se o titulo infeccioso em

DICTso/ml (Dose Infecciosa em Cultivo de Tecidos) segundo o método de REED;

MUENCH (1938). O titulo infeccioso do virus foi de 105 DICTso/ml.

4.2.3. Concentracdo do Virus

Ao sobrenadante do virus, obtido segundo o item 4.2.1, foi adicionado
Polietilenoglicol 8000 (PEG, Sigma) numa concentracdo de 8% e Cloreto de Sddio a
2,3% (NaCl, Sigma), sob agitacdo constante a 4°C durante toda a noite. Esse material
foi centrifugado a 10000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
virus sedimentado ressuspenso em 100X do volume inicial em solucdo NET (Tris HCI
50mM, EDTA 1mM e Cloreto de Sédio 100mM), centrifugado novamente durante 20
minutos a 5000 g e o0 novo sobrenadante foi coletado e congelado a -20°C para posterior
ultracentrifugacéo.

O volume viral obtido na fase de concentracdo (100X) foi submetido a uma
ultracentrifugacao (140000g) em 55 Ti (Beckman), por 2 horas e 30 minutos, a 4°C. O

pellet obtido foi ressuspenso em 10X do volume inicial em solucdo NET.

4.2.4. Dosagem Protéica Viral
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A dosagem de proteina foi estimada utilizando um kit comercial baseado no

método de Lowry (BIO-RAD) seguindo as indicacdes do fabricante.

4.2.5 Padrao eletroforeético das proteinas virais

As amostras de virus ultracentrifugado (Materiais e métodos 4.2.3) foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% na presenca de SDS (SDS-
PAGE) (LAEMMLLI, 1970). Inicialmente as amostras foram diluidas (1:4) em tampao
desnaturalizante de Laemmli (62,5 mM Tris-HCL, pH 6,8; SDS 2%; B-Mercaptoetanol
5%,; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,5%) e levadas a 100°C durante 3 minutos em
banho-maria. A corrida eletroforética das proteinas virais se realizou durante 3 horas a
100 volts.

Foram colocados aproximadamente 50 ug/ul de proteina viral por pogo e usou-se
como padrdo de peso molecular proteinas de diferentes pesos moleculares
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH): Fosforilase B (97 kDa), Albumina Sérica
Bovina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Anidrase Carbonica (30 kDa), Inibidor de
Tripisina de Soja (20 kDa) e a-Lactalbumina (14 kDa). Os pesos moleculares das
proteinas virais foram calculados usando-se o RF (Distancia em centimetros de
migracdo da proteina a partir do gel de corrida / distancia da migracdo do corante

Coomassie blue a partir do gel de corrida) (Figura 2-A).

4.2.6 Microscopia Eletronica por Contrastacdo Negativa

O virus ultracentrifugado foi fixado com glutaraldeido a 5% e tampao cocodilato
de sodio 0,1M (1:2). Esta suspensdo foi colocada numa grade de niquel por 10 min e,

apos remocgdo do excesso com papel de filtro, adicionou-se acetato de uranila (AU) a



33

1% por 10 s (NAKATA et al., 1987). A grade foi observada ao Microscopio eletronico

de transmissdo (ZEISS EM-109) e fotografada (Figura 2-B).

4.2.7 Padrao eletroforético do RNA viral

A técnica de SDS-PAGE tem sido identificada como método de referéncia para
identificacdo e caracterizacdo molecular dos rotavirus (HERRING et al.,1982).

Para extracdo do RNA viral utilizou-se 0 método Fenol-Cloroférmio (Promega
Corporation, Madison, EUA). Primeiro, as fezes foram diluidas em solucdo salina
tamponada (PBS) 20% (v/v) e centrifugadas a 3000 g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi tratado com solucdo de SDS 10% e uma solucdo de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 100mM e aquecido a 56°C durante 20 minutos. Em
seguida, foi adicionado Fenol-Cloroférmio em um volume igual ao do sobrenadante das
fezes tratadas e este material foi centrifugado a 12000 g durante 10 minutos a 4°C,
sendo coletado a fragdo aquosa. A este sobrenadante foram adicionados 100ul de
Acetato de Sédio 3M e 1 ml de etanol a 95%, sendo deixado a -20°C por toda noite,
para precipitacdo do RNA. Posteriormente, foi centrifugado a 12000 g por 15 minutos a
4°C, descartado o sobrenadante, e o precipitado foi ressuspenso em 16ul do tampao
desnaturalizante de Laemmli. O RNA extraido foi submetido a técnica de SDS-PAGE a
7,5% e, posteriormente, submetido a uma coloracdo com uma solucdo de Nitrato de
Prata 7mM, para visualizar as bandas correspondentes aos segmentos de RNA viral

(Figura 3).
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Figura 2:

A: Perfil eletroforético das proteinas do Rotavirus. Eletroforese em gel de
poliacrilamida 7,5% na presenca de SDS (SDS-PAGE) das proteinas de RTV bovino e
coloracdo de Coomassie blue. As proteinas virais foram obtidas a partir do virus

concentrado e ultracentrifugado. Os pesos moleculares estdo indicados a esquerda.

B: Microscopia Eletronica por contrastacdo negativa do Rotavirus bovino
ultracentrifugado. O virus fixado foi colocado numa grade de niquel por 10 min e,
apo6s remoc¢do do excesso com papel de filtro, adicionou-se acetato de uranila (AU) a
1% por 10 s. A grade foi observada ao microscopio eletronico de transmisséo e

fotografada.
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Figura 3 — Perfil eletroforético do RNA de Rotavirus extraido de suspensdo de fezes.
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a 7,5% na presenca de SDS (SDS-PAGE) do RNA viral
em isolados de amostras fecais. Coluna 1, fezes humana; 2-7, fezes bovinas. Observa-se a

presenca dos 11 segmentos gendémicos de RNA f.d.

4.3 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DOS AcM
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Foram utilizados neste trabalho, 05 (cinco) AcM produzidos no Laboratorio de
Virologia, ICS-UFBA Os AcM empregados foram: 1G5, 4F7, 1E12, 4F3 e 3C12 sob
as formas de sobrenadante de cultura de células hibridomas e liquido ascitico

(FONTES, 2003).

4.3.1 Isotipificacdo

Para determinar a classe de imunoglobulina presente nos sobrenadantes dos clones
produtores de AcM e no liquido ascitico, utilizou-se um kit comercial (BIO RAD
Catalog 172-2055), baseado na técnica de ELISA indireto.

A placa de 96 pocos (NUNC-MAXISORP TM) foi sensibilizada com virus
ultracentrifugado 1:100 (v/v, PBS) e incubada por 1h a 25°C. Em seguida, a placa foi
lavada com PBS-Tween 20 (PBS-T) e blogueada com uma solucdo de soroalbumina
bovina em PBS (BSA-PBS) a 1% por 30 min. A lavagem foi repetida e adicionou-se 0s
sobrenadantes (1:100) e os liquidos asciticos (1:1000) diluidos previamente em PBS-T.
Incubou-se por 1lh a 25°C, lavou-se novamente e, posteriormente, adicionou-se
anticorpo de coelho anti-camundongo com diferentes padrdes de imunoglobulinas
(IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3, IgA e IgM, cadeia leve k e A). Incubou-se por mais 1h a
25°C e acrescentou-se anticorpo de cabra anti-coelho marcado com peroxidase 1:3000
(v/v, PBS-T). Apos incubacdo de 1h a 25°C, a lavagem foi repetida e a reacdo revelada
com uma solucdo de fosfato dissédico 0,2M, acido citrico 1M e uma pastilha de TMB
(3,3,5,5-tetrametilbenzidina — SIGMA CHEMICAL CO), na presenca de 0,015% (v/v)
de peréxido de hidrogénio por 15 min a 25°C em auséncia de luz e lida em um

espectrofotométro (Microplate Reader BIO-RAD Model 550) a 630 nm.

4.3.2 Deteccdo do RTV em diferentes concentragdes: Dot-blot
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A sensibilidade de deteccdo do Rotavirus pelos AcM foi determinada atraveés de
Dot-blot. Adicionou-se virus ultracentrifugado (Materiais € métodos 4.2.3) a uma
membrana de nitrocelulose (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH 0,45um), em
dilui¢bes seriadas, com concentracdo protéica variando de 0,1 a 3,8 ug, utilizando-se o
Multifiltro Dot-blot. Cortou-se a membrana longitudinalmente, em fitas com
aproximadamente 5 mm de largura, e bloqueou-se, para evitar sitios livres de reacéo,
com uma solucéo de PBS com 5% de leite em p6 desnatado (PBS-Leite 5%) por 1 h a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Em seguida, colocou-se as fitas em sacos plasticos
selados, adicionou-se individualmente sobrenadante dos AcM 1:5 (v/v, PBS-Leite
0,5%), e deixou-se por toda noite. No dia seguinte, lavou-se as fitas 3 vezes com PBS-T
0,05% e adicionou-se anticorpo de ovelha anti-lgG de camundongo 1:500 (v/v, PBS)
marcado com peroxidase (SIGMA CHEMICAL CO), incubou-se por 1h a 37°C. Lavou-
se as fitas 3 vezes com PBS-T 0,05%. A revelacdo da reacdo foi realizada com uma
solu¢ao de DAB (3,3’- Diaminobenzidina — SIGMA CHEMICAL CO) na presenga de
0,015 % (v/v) de peréxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida com sucessivas

lavagens em PBS e as membranas foram secas e fotografadas.

4.3.3 Caracterizacdo das proteinas virais: Western-blot

A reatividade dos AcM com proteinas virais foi determinada através de Western-
blot. As proteinas do RTV bovino ultracentrifugado (Materiais e métodos 4.2.3) diluidas
em tampéo desnaturalizante de Laemmli ou em tamp&o ndo-desnaturalizante (62,5 mM
Tris-HCL, pH 6,8; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,5%) fracionadas por SDS-PAGE
a 7,5%, foram eletrotransferidas a uma membrana de nitrocelulose (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH 0,45um), por 1h a 100 mA. A \verificagdo da

eletrotransferéncia e identificacdo das proteinas virais se realizaram com a técnica de
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coloracdo de vermelho de Ponceau 10%. Uma vez constatada a transferéncia, a
membrana de nitrocelulose foi descorada, cortada longitudinalmente e bloqueada
(Materiais e métodos 4.3.2). Posteriormente as fitas foram incubadas com soro
hiperimune de coelho ou camundongo 1:500 (v/v, PBS-L 0,5%) (FONTES, 2003) ou
liquido ascitico dos AcM 1:5 (v/v, PBS-L 0,5%), durante toda a noite. Ao fim deste
tempo, foram lavadas com PBS-T 0,05% (10 minutos cada lavado) e incubadas durante
1 hora a 37°C, com um anticorpo de ovelha anti-IgG de camundongo ou de cabra anti-
coelho conjugado a peroxidase 1:500 (v/v, PBS) (SIGMA CHEMICAL CO)). Em
seguida, foram feitas lavagens com PBS-T 0,05%. A revelacdo das bandas foi realizada
com uma solucdo de DAB como mencionado anteriormente (Materiais e métodos

4.3.2).

4.3.4 Avaliacdo dos AcM na deteccdo do Rotavirus bovino em cultura de células:

Imunofluorescéncia indireta (1FI)

Laminulas com cultura de células MA-104, cultivadas em tubos, foram infectadas
com Rotavirus bovino (Materiais e métodos 4.2.1). As laminulas contendo as células
infectadas foram retiradas da estufa em tempos diversos (3h, 5h, 7h e 24h) pds-infeccao,
juntamente com respectivo controle de células ndo-infectadas. As laminulas foram
fixadas em acetona por 10min a —20°C. A cada conjunto de laminulas, adicionou-se
sobrenadante de clones produtores de AcM puro ou soro hiperimune de camundongo
1:500 (v/v, PBS) (FONTES, 2003). Incubou-se por 1h a 37°C, lavou-se com PBS e
adicionou-se anticorpo de ovelha anti-camundongo 1:30 (v/v, PBS) marcado com FITC
(isotiocianato de fluoresceina —SIGMA CHEMICAL CO). Incubou-se por 1h a 37°C e
ao fim deste tempo repetiu-se as lavagens. As laminulas foram lavadas com uma

solucéo de azul de Evans (0,1%) durante 3 min e montadas em laminas com glicerina,
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observadas em microscépio de fluorescéncia (ZEISS AXIOLAB HBO 50) e

fotografadas.

4.3.5 Avaliacédo da Capacidade Neutralizante

As amostras de liquido ascitico foram diluidas seriadamente 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32, 1:64 (v/v, meio MEM-E com tripisina 2ug/ml) e misturadas, em volumes iguais,
com 100 DICTso /ml de Rotavirus ativado (Ver Materiais e métodos 4.2.1).
Posteriormente, foram incubadas durante 1h e 30 min a 37°C e , em seguida, 30 min a
4°C. Uma aliquota da mistura AcM-Rotavirus (100ul) foi inoculada em monocamadas
de células MA-104 em microplaca de 96 pocos e monocamadas em laminulas. Incubou-
se, finalmente, durante 96 horas a 37°C e 5% de CO.. O resultado foi expresso como
positivo ou negativo segundo a capacidade do AcM de neutralizar 100 DICTso/ml de

RTV em 50% dos pogos inoculados (REED; MUENCH, 1938). As laminulas foram

fixadas em acetona por 10 min para posterior realizagéo de IFI.

4.3.6 Avaliacédo da Capacidade de Inibicdo da Hemaglutinacéo

Teste de hemaglutinacdo (HA) e inibicdo da hemaglutinacdo (IHA) foram
realizados em microplacas de fundo “U” (NUNC). Utilizou-se, para tanto, PBS (pH 7,2)
contendo 0.1% de soroalbumina bovina (BSA-PBS), como diluente e heméceas
humanas grupo O numa suspensédo a 0,5% (INABA et al., 1977; FAUVEL et al., 1978;
HOSHINO et al., 1983).

- Hemaglutinacdo (HA): Em uma placa, colocou-se 50 ul da suspensdo de virus
(Materiais e métodos 4.2.1) e realizou-se dilui¢cbes seriadas base dupla.

Posteriormente, acrescentou-se 50 ul da suspensdo de heméaceas e incubou-se por
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1 h a 37°C. O titulo HA foi expresso como inverso da maior diluicdo do virus com
completa hemaglutinacéo.

- Inibicdo da Hemaglutinacdo (IHA): Para o teste de IHA, 200 ul de soro hiperimune
de coelho foi inativado a 56°C por 30 min.

Numa placa colocou-se, individualmente, 25 ul de sobrenadante de clones
produtores de AcM 1:5 (v/v, BSA-PBS) ou 25 ul de soro hiperimune de coelho
inativado (controle positivo) e realizou-se dilui¢cdes seriadas. Em seguida, adicionou-se
25 ul da diluicdo do virus contendo 8 unidades hemaglutinantes (UHA). Incubou-se por
1ha 37°C e apos este tempo, adicionou-se 50 ul da suspensdo de hemaceas. Incubou-se
por mais 1h a 37°C (INABA et al., 1977). O titulo IHA foi o resultado do célculo do
inverso da maior diluicdo do AcM ou soro hiperimune de coelho com completa inibicdo

da hemaglutinacdo vezes o titulo hemaglutinante viral .
4.4 APLICAC}AO DOS AcM EM TESTES DIAGNOSTICO

As amostras de fezes diarréicas bovinas e humanas foram diluidas a 20% em PBS
e clarificadas por centrifugacdo a 2000 g por 15 minutos a 4°C, conforme a metodologia

descrita por Pereira et al. (1985) para seu uso nos testes.

4.4.1 ELISA de Captura

As placas de 96 pogos (NUNC-MAXISORP TM) foram sensibilizadas com soro
hiperimune de coelho 1:2000 diluido em tampdo carbonato-bicarbonato (NaxCO3 1,7g/1,
NaHCO3 2,86¢/l) 0,05M pH 9,6, e incubadas durante toda a noite a 4°C, em camara

umida. No dia seguinte lavou-se com PBS-T 0,05% e bloqueou-se com solucdo de PBS-
Leite a 5%, por 1h a 37°C. Apo6s o bloqueio, lavou-se as placas com PBS-T 0,05% e

adicionou-se 100 ul de suspenséo de fezes clarificadas. Incubou-se por mais 1 h a 37°C,
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quando entdo, repetiu-se a lavagem e acrescentou-se os sobrenadantes dos clones
produtores de AcM. Incubou-se durante toda a noite a 4°C em camara umida, e ao final
desse tempo, lavou-se novamente as microplacas com PBS-T 0,05%. Adicionou-se Ig
de ovelha anti-lgG de camundongo 1:5000 (v/v, PBS) marcado com peroxidase
(SIGMA CHEMICAL CO) e incubou-se a 37°C por 1 h. Por dltimo, as placas foram
lavadas e revelou-se a reacdo com uma solucdo de TMB (SIGMA CHEMICAL CO) na
presenca de 0,015% (v/v) de peroxido de hidrogénio. A reacdo foi lida em
espectrofotdbmetro com filtro de 630 nm apo6s 10 minutos.

Utilizou-se como controle positivo soro hiperimune de camundongo 1:100 (v/v,

PBS) e AcM 2H6 e como controle negativo Meio MEM-E a 10% SFB.

4.4.2 Dot-blot

Adicionou-se, individualmente, numa membrana de nitrocelulose sobrenadantes
de clones produtores de AcM 1.5 (v/v, PBS-L 0,5%). Cortou-se a membrana
longitudinalmente e blogueou-se como descrito anteriormente (Materiais e métodos
4.3.2). Em seguida, colocou-se a suspensdo de fezes clarificadas em cada fita e incubou-
se por 1h a 37°C. Ao fim deste tempo, lavou-se as fitas com PBS-T 0,05% sob agitacédo
e adicionou-se soro hiperimune de coelho 1:2000 (v/v, PBS), incubou-se por mais 1h a
37°C. Em seguida, repetiu-se a lavagem e acrescentou-se Ig de cabra anti-1gG de coelho
1:1000 (v/v, PBS) marcado com peroxidase (SIGMA CHEMICAL CO) e incubou-se
por 1h a 37°C. Por ultimo, as fitas foram lavadas com PBS-T 0,05%. A revelacdo da

reacao foi realizada com uma solucéo de DAB (Materiais e métodos 4.3.2).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DOS ACM

5.1.1 Isotipificacdo

Na Tabela 1, apresenta-se os resultados obtidos na reacdo de isotipificacdo dos
AcM. Esta reacdo revelou que todos os AcM foram do isotipo 1gG2a e apresentaram

cadeia leve do tipo x.

5.1.2 Dot-blot

O resultado do Dot-blot é mostrado na Figura 4. O AcM 1G5 detectou RTV
bovino numa concentracdo de até 0,1ug de proteinas virais, enquanto os AcM 4F7,
1E12 e 4F3 detectaram o virus numa concentracdo de até 0,2ug de proteinas virais. O

3C12 ndo detectou o virus nestas condicoes.

5.1.3 Western-blot

O resultado da técnica de Western-blot é mostrado na Figura 5. Os AcM 4F3 e
1E12 reconheceram proteinas virais através desta técnica. O 4F3 reagiu somente em
condigdes n&o-desnaturantes e o 1E12 reagiu em condi¢fes ndo-desnaturantes e
desnaturantes. Os AcM 1G5, 4F7 e 3C12 ndo reconheceram proteinas virais com esta

metodologia.
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Figura 4 — Dot-blot. Avaliacdo da capacidade dos AcM em detectar RTV bovino. Em
membranas de nitrocelulose, colocou-se virus ultracentrifugado em diferentes concentracgdes e,
em seguida, os sobrenadantes dos hibridomas produtores de AcM (1/5). Posteriormente,
adicionou-se imunoglobulina de ovelha anti-IgG de camundongo marcada com peroxidase. A

reacdo foi revelada com uma solucéo de DAB.
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Figura 5 - Western-blot. Identificacéo de proteinas do Rotavirus bovino (RVB-P)
por anticorpo monoclonal e policlonal.

A) RVB-P em condi¢des ndo-desnaturantes com AcM 4F3 (1), soro policlonal de
camundongo (2), AcM 1E12 (3); B) RVB-P em condigdes desnaturantes com AcM
1E12 (4), soro policlonal de camundongo (5), soro policlonal de coelho (6); C) Células
MA-104 lisadas ndo-infectadas, com soro policlonal de coelho (7), soro policlonal de

camundongo (8). As setas a direita indicam as posi¢des do marcador de peso molecular.
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5.1.4 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A IFI foi realizada em diferentes tempos pos-infeccdo, para demonstragdo, no
decorrer da infeccdo viral, da capacidade dos AcM em reconhecerem proteinas virais na
cultura de células.

Os AcM 4F7, 1E12, 4F3 e 3C12 foram claramente positivos na reacdo de IFI,
com a producdo de uma forte fluorescéncia citoplasmatica. Na IFI do AcM 1G5 foi
observada uma fluorescéncia citoplasmatica fraca (Tabela 1).

Observou-se que os AcM 1E12, 4F3, 4F7 e 1G5 reconheceram proteinas desde as
reconheceu proteinas virais a partir de 5h pos-infeccdo, possivelmente sintetizadas mais
tardiamente no ciclo de replicacdo. Notou-se, também, que as células infectadas
apresentavam as inclusdes citoplasmaticas ou viroplasmas (local onde ocorre a
montagem final do virus prévio a sua liberagdo) bem delimitados, ao redor do nucleo.
Apbs, 7h poés-infeccdo, estas inclusbes apresentavam-se de forma mais difusa no
citoplasma celular e em um namero maior de células. Finalmente, 24h p6s-infeccéo, as
inclusbes aparecem difundidas nas células por todo o -citoplasma, sugerindo

proximidade de lise celular (Figuras 6-A e 6-B).

Tabela 1 — Perfil imunoquimico dos AcM contra Rotavirus bovino

AcM Isotipificacdo Dot-blot W.B. IFI NT IHA
1G5 IgG 2a, + — + (fraca) - -
4F7 IgG 2a, + - + - -
1E12 19G 2a, + + + - -
4F3 19G 2a, + + + - +
3C12 lgG 2a, k - - + - -
Os resultados foram expressos como positivos (+) e negativos (-).
WB = Western-blot; IFI = Imunofluorescéncia indireta; NT = Neutralizacdo; IHA = Inibicdo da

Hemaglutinagéo.
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1G5 4F7 1E12
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24h

Figura 6 A e B - Imunofluorescéncia indireta (IFI). Células MA-104 foram infectadas com Rotavirus
bovino e fixadas com acetona, em diferentes tempos pds-infeccdo. Adicionou-se sobrenadantes dos
hibridomas produtores de AcM ou soro hiperimune de camundongo (1:500) (controle positivo) e,
posteriormente, imunoglobulina de ovelha anti-lgG de camundongo (1/30) marcada com FITC. Em seguida,
corou-se com azul de Evans (0,1%) por 3 min e observou-se ao microscopio de fluorescéncia.
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5.1.5 Atividade Neutralizante

Na técnica de soroneutralizacdo, empregou-se os liquidos asciticos dos AcM, por
possuirem uma maior concentracdo de imunoglobulina. Todos os AcM testados
mostraram ndo possuir atividade neutralizante contra RTV bovino (Tabela 1). Notou-se,
no entanto, que as primeiras diluicbes dos AcM modificavam o efeito citopatico
caracteristico produzido pelo RTV com desprendimento total da monocamada, apenas
era visto um arredondamento celular. Devido a este fato, empregou-se a técnica de IFI,
para confirmar a presenca do virus nas células. Observou-se que todas as células
apresentaram fluorescéncia citoplasmatica, que aumentava esta progressivamente com a

diluicdo dos liquidos asciticos e coincidentemente com o efeito citopatico.

5.1.6 Inibicdo da Hemaglutinacédo (IHA)

A Hemaglutinacdo tem sido demonstrada em algumas cepas de Rotavirus animal,
que aglutinam eritrocitos de humanos e animais, sendo a proteina VP4 responsavel por
esta propriedade. Neste caso, 0 RTV bovino mostrou ter atividade hemaglutinante com
eritrocitos de humano, obtendo-se um titulo igual a 128 UHA.

A Figura 7 mostra os resultados obtidos no teste de IHA. O soro hiperimune de
coelho demonstrou a propriedade de inibir a hemaglutinacdo (titulo = 1280). Dos cinco
AcM testados, apenas o 4F3 apresentou esta propriedade (titulo = 80) com uma leve
diferenca com respeito ao controle e aos outros AcM com titulos iguais a 40,

considerado negativo.
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Figura 7 - Inibicdo da Hemaglutinacdo (IHA). Colocou-se sobrenadantes dos
hibridomas produtores de AcM (1/5) e diluiu-se progressivamente em PBS com 0,1% de
soroalbumina bovina. Adicionou-se RTV bovino (8 UHA) e, posteriormente heméceas
humanas do grupo O (0,5%). Coluna 1: Soro hiperimune de coelho (controle positivo); 2:
1G5; 3: 4F7; 4: 1E12; 5: 4F3; 6: 3C12; 7: Meio de cultura com 10% SFB (controle

negativo); 8: Controle de heméceas; 9 e 10: Titulacdo do virus por UHA.
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5.2 APLICACAO DOS AcM EM TESTES DIAGNOSTICO

5.2.1 ELISA de captura

Na Tabela 2 séo apresentados os resultados das amostras fecais analisadas com o
teste de ELISA de captura.

Os AcM 1G5, 4F7, 1E12, 4F3 e 3C12 reconheceram antigenos de RTV bovino e
humano nas amostras de fezes (Figura 8). No total de amostras analisadas (n=20), 12
foram positivas para RTV com os AcM 1G5 e 4F7 e 8 foram negativas.
Alternativamente, com o0 uso do AcM 1E12, detectou-se 13 amostras positivas e 7
negativas. Disto surge que, apesar deste teste de ELISA, ter sido utilizado para analises
preliminares sobre os AcM, observou-se alta concordancia entre os resultados
encontrados, quando empregou-se 0s AcM 1G5, 4F7 e 1E12 (kappa = 0,9; p < 0,05) e
aqueles obtidos no SDS-PAGE (técnica de referéncia). O resultado divergente
apresentado no SDS-PAGE na amostra de numero 8 pode ser em conseqliéncia da
degradacdo do RNA viral por acdo enzimatica, o que dificultou sua deteccdo. Notou-se
baixa concordancia entre os resultados obtidos no SDS-PAGE e no teste de ELISA,

quando utilizou-se os AcM 4F3 e 3C12 (kappa = 0,5; p < 0,05).



Tabela 2 — Reatividade dos AcM contra Rotavirus bovino.

Deteccdo de Rotavirus em fezes bovinas e humanas por ELISA de captura,
utilizando sobrenadantes de clones produtores de anticorpos monoclonais.

Fezes

SDS-
PAGE

Anticorpos monoclonais (ELISA)

1G5

4F7

1E12

4F3

3C12

01

+

02

03

04

05

06

++ [+ + |+ |+

07

+ |+ ]|+ |+

08

+ 4|+ |+ ||+ |+ +

+l+ [+ ||+ |+ ]+ +

+ 4|+ |+ |+ |+ |+ +

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

dos 11 segmentos do RNA viral a amostra era considerada como positiva (+).

Os resultados foram expressos como positivos (+) e negativos (-).
O SDS-PAGE foi realizado apés extracdo de RNA viral a partir de fezes e, quando visualizada a presenca

Fezes 01 a 14 bovinas; 15 a 20 humanas.
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Figura 8 - ELISA de captura. Sensibilizou-se as placas com soro hiperimune de coelho
anti-Rotavirus bovino (1:2000), adicionou-se suspensdo de amostras de fezes humanas (1 a
6) e bovinas (7 a 11), controle negativo (12A), controle positivo (12B e F) e,
posteriormente, os sobrenadantes dos clones produtores de AcM e imunoglobulina de
ovelha anti-lgG de camundongo marcada com peroxidase. A reacdo foi revelada com uma
solucdo de TMB e lida em espectrofotdmetro. Linha A: 1G5; B: 4F7; C:1E12; D: 4F3; E:
3C12.
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5.2.2 DOT-BLOT

A Figura 9 mostra os resultados obtidos através da técnica de Dot-blot realizada
com amostras de fezes bovinas. Os AcM 4F7, 1E12 e 1G5 detectaram antigenos virais
nas fezes. Notou-se, porém, que o 4F7 apresentou resultados coincidentes com 0s
apresentados no teste de ELISA indireto. No entanto, os AcM 4F3 e o 3C12 nédo

detectaram o RTV por esta técnica, nas amostras analisadas.

1G5 i , | '
4F7 e 8 e | |
1E12 | *

4F3 F '

3C12

Figura 9 - Dot-blot. Avaliacdo da capacidade dos AcM para detectar antigenos virais em
amostras de fezes bovinas (1 a 14). Em membranas de nitrocelulose, colocou-se sobrenadantes
de hibridomas produtores de AcM (1/5), adicionou-se suspensdo de fezes e, em seguida, soro
hiperimune de coelho (1/2000) e imunoglobulina de cabra anti-lgG de coelho marcada com
peroxidase. A reacgdo foi revelada com uma solucdo de DAB.

6. DISCUSSAO
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Um diagndstico acurado, efetivo e rapido do RTV bovino é fundamental para se
estabelecer medidas terapéuticas e profilaticas, uma vez que o quadro diarréico grave
estabelecido em animais, por esta virose, acarreta graves prejuizos econémicos. O
diagnostico laboratorial baseia-se na deteccdo das particulas virais ou de antigenos
virais em material fecal, uma vez que o cultivo do Rotavirus ¢ demorado para estes
casos (SANTOS, GOUVEA, 1997). Considerando isto, imunoensaios com anticorpos
monoclonais poderiam constituir eficientes ferramentas de diagnostico, principalmente
por serem monoespecificos, reconhecendo apenas um determinante antigénico ou

epitopo nas moléculas, evitando resultados falso-positivos.

Neste estudo, cinco AcM produzidos contra RTV bovino foram caracterizados,
utilizando-se técnicas de Dot-blot, Western-blot, IFI, ELISA de captura, ensaios de
isotipificacdo, atividade neutralizante e inibicdo da hemaglutinacdo. Estes AcM
apresentaram perfis imunoquimicos diferentes nos testes empregados, possivelmente
devido as diversas formas de apresentacdo das proteinas virais e/ou modificacdo na
conformacdo protéica. Desta forma, identificamos dois grupos de AcM, um formado
pelo 4F7, 1E12 e 1G5 para possivel uso na deteccdo de antigeno viral em fezes, e outro
pelo 4F3 e 3C12 que podem ser usados na deteccdo de antigeno viral em cultura de

células.

E conhecido que as proteinas podem sofrer alteragBes durante o processamento
das técnicas diagnosticas, o que torna as vezes dificil as interacdes com 0s anticorpos,
principalmente, com epitopos conformacionais, produzindo resultados negativos
(NELSON et al., 2000). Este fato, possivelmente aconteceu durante a aplicacdo da
técnica de Western-blot para caracterizacdo das proteinas virais reconhecidas pelos
AcM. A corrida eletroforética das proteinas e posterior transferéncia a membrana de

nitrocelulose, mostrou que dos cinco AcM, unicamente os AcM 4F3 e 1E12,
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conseguiram reconhecer as proteinas virais em estado desnaturante ou ndo-desnaturante
através desta técnica. Destes dois AcM foi o 4F3 que reagiu em estado néo-
desnaturante, obedecendo quica ao reconhecimento de um epitopo conformacional.
Por outro lado, foi o Unico a demonstrar capacidade de inibir a hemaglutinacdo, o que
apoiaria a hipltese de reconhecer um epitopo exposto na superficie, tipo
conformacional. Isto sugere, a possibilidade deste AcM estar reagindo contra a proteina
VP4, localizada no capsideo externo do virus, responsavel pela propriedade de
hemaglutinacdo (NAKAGOMI et al., 1992; KAPIKIAN; CHANOCK, 1996) e que
pode ser especificamente bloqueada por anticorpos dirigidos contra seus determinantes
antigénicos, inibindo o fendmeno da hemaglutinacdo (FUKUDOME et al., 1989).
Porém, ao utiliza-lo para a deteccdo do virus nas fezes infectadas de forma natural, sua
performance foi questionada e o fato dele estar reconhecendo um epitopo

conformacional apoiaria a discordancia de resultados com os outros AcM.

Entretanto, tivemos o AcM 1E12 que, diferente do 4F3, reagiu com proteinas
desnaturadas e ndo desnaturadas, mostrando que o0 epitopo reconhecido por ele,
possivelmente, seja uma seqliéncia de aminoacidos localizados em uma proteina viral, a
qgual ndo sofre, em demasia, as consequéncias das metodologias empregadas,
independente do estado do virus (infectante ou ndo). Este fato é confirmado pela
observacdo de que este AcM se destaca em todos os testes diagnosticos realizados com
RTV (Dot-blot, IFI e ELISA). Resultado semelhante foi observado com o AcM 4F7,
cuja performance também foi destacavel, obtendo-se resultados mais alentadores
(diluicio de uso e forte sinal nos testes) em todos os testes utilizados, a excecdo do
Western-blot. O outro AcM 1G5 também participa do grupo de AcM reativos, porém, a
IFI demonstra que houve leve diminuicdo da sua reatividade, quando comparado com o

4F7 e 1E12. Como resultante destes AcM podemos perceber que um grupo formado
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pelos trés AcM 4F7, 1E12 e 1G5 tiveram resultados alentadores em varios dos testes
empregados, e 0s outros 4F3 e 3C12 de resultados divergentes. A este respeito, 0 3C12
apresentou pobres resultados nos testes realizados, apesar de obter-se uma fluorescéncia
citoplasmatica forte em cultura de células infectadas, quando empregou-se este AcM,

podendo, entdo, ser uma alternativa valida para seu uso como reagente para IFI.

Portanto, neste trabalho pode-se observar que a caracterizagdo imunoquimica
destes AcM contra RTV resultou na eleicdo de um grupo de AcM como o 4F7, 1E12 e
1G5 fortes candidatos ao seu uso em testes de diagndstico de antigenos virais em fezes,
através de ELISA de captura, enquanto os outros dois AcM 4F3 e 3C12 ndo tiveram
resultados animadores para seu uso na deteccdo do Rotavirus em fezes, mas seriam de
eleicdo ao se tratar de detectar antigeno viral em culturas de células através de IFI, no

caso de confirmar o isolamento viral.

Pode-se notar, também, que todos os AcM reagiram positivamente com fezes
humanas, o que poderia indicar que estes estariam reconhecendo antigenos de grupo e
teriam reatividade cruzada. Proteinas contendo determinantes que geram estas reacdes
tém sido investigadas no género Rotavirus, e entre elas, a VP6 é considerada a principal
responsavel por este tipo de reacdo, talvez por constituir mais da metade do virion. Em
adicdo, a reatividade cruzada dos AcM dirigidos contra outras proteinas como VP4 e
VP7 também tem sido reportada (SHAW et al., 1986; TANIGUCHI et al., 1987; CHEN

etal., 1992).
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Desta forma, pode-se concluir que através dos testes imunoquimicos propostos,
conseguimos caracterizar as respostas destes ACM para seu uso na pesquisa de antigeno
viral do Rotavirus bovino, de importancia quando os kits disponiveis comercialmente,
sdo utilizados primariamente para diagndstico em humanos e ndo sdo apropriados para o

diagnostico em animais.
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7. CONCLUSOES

» Os AcM caracterizados, neste estudo, reagem positivamente nos testes de
Imunofluorescéncia indireta, ELISA de captura e Dot-blot para deteccdo de antigeno
viral;

» A presenca de reacdo positiva no teste de Western-blot, com o AcM 1E12,
utilizando-se proteinas virais desnaturadas, sugere o reconhecimento de epitopos
lineares e com o AcM 4F3, utilizando-se proteinas virais ndo-desnaturadas e
desnaturadas, sugere o reconhecimento de epitopo conformacional por este AcM.

» Os AcM 4F7, 1E12 e 1G5 podem ser utilizados como ferramentas em testes
diagnosticos, para detec¢do de antigenos virais em amostras de fezes, baseados no
ELISA de captura, enquanto o 4F3 e 3C12 podem ser empregados em testes para

confirmacéo do isolamento viral em culturas de células, através de IFI.
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ESTUDOS FUTUROS:

Com base neste trabalho, futuros projetos de pesquisa serdo desenvolvidos para:

» Validar os testes propostos, empregando os AcM como ferramenta, para o
diagnostico das rotaviroses bovinas, ja que o principal ponto de estrangulamento,
neste aspecto, € o numero de amostras;

» Caracterizar o reconhecimento de epitopos de grupo por estes AcM;

» ldentificar a reatividade cruzada, destes AcM, com outras espécies animais (canina,
caprina e suina, por exemplo).

Assim, poderemos conhecer mais profundamente as caracteristicas destes AcM e
seu uso na pesquisa de antigeno viral para, posteriormente, utilizd-los em testes

diagnosticos com fins comerciais.
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