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1. INTRODUCAO

A avicultura € um setor econbmico em permanente ascensado no agronegoécio
nacional, e atualmente, o Brasil esta entre os trés maiores produtores de frango
de corte do mundo, atrds somente dos EUA e da China (OIE, 2013). Em vista
desse quadro, sdo necessarios maiores cuidados para manter a sanidade das
aves e evitar doencas que podem causar prejuizos para o produtor.

Dentre as inUmeras enfermidades que podem acometer a populacéo aviaria e
causar perdas econdmicas, destaca-se a bronquite infecciosa das galinhas (BIG).
A BIG é causada pelo virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG), um
Coronavirus pertencente a familia Coronaviridae, o qual € composto por quatro
proteinas estruturais: nucleoproteina (N), de membrana (M), de superficie (S) e do
envelope (E) (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

A nucleoproteina (N) estd associada ao genoma viral para formar o
nucleocapsideo (MCKINLEY et al.,, 2008) e, geralmente, € alvo de estudos
relacionados ao diagnostico, uma vez que apresenta uma sequéncia conservada
entre diferentes sorotipos do virus. Além disso, trata-se de uma molécula
imunogénica e abundantemente expressa durante o processo de infeccéo viral
(WILLIAMS et al., 1992). Dessa maneira, a proteina N € uma forte candidata a ser
utilizada como antigeno em métodos de diagndstico sorolégicos para deteccéo de
anticorpos para a BIG. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais (MAbs) é
de grande importancia para incrementar o diagnostico clinico. Ensaios
sorolégicos, como ELISA de captura, podem ser utilizados para deteccdo do
antigeno em amostras clinicas, tornando o diagndstico mais rapido e especifico.

Em vista disso, o objetivo do presente estudo foi produzir anticorpos
monoclonais contra a proteina N do VBIG para serem posteriormente utilizados
em ensaios imunoldgicos para diagnostico da enfermidade.

2. METODOLOGIA

2.1 Clonagem da proteina N e preparagao do antigeno

A partir da suspenséo do liquido corio-alantdide infectado pelo virus (LCA), foi
extraido o RNA viral da estirpe M41 do IBV (Massachusetts), obtendo-se o cDNA
por transcricdo reversa (RT). Em seguida, o gene que codifica para a proteina N
foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Com base na
sequéncia do gene que codifica para a proteina N do IBV (GenBank n° de acesso
- M28566) foram desenhados os primers forward e reverse para que ocorresse a
devida amplificacdo do gene de interesse. Sitios de clivagem para as enzimas de
restricdio Xhol e Kpnl foram introduzidos no primer foward (5'-
CCGCTCGAGATGGCAAGCGGTAAGGCAA - 3) e reverse (5 -
GGGGTACCTCAAAGTTCATTCTCTCCTA - 3'), respectivamente.
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O produto de amplificacdo foi purificado através do GFX PCR DNA e Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare, USA), de acordo com as especificacdes do
fabricante. Posteriormente, o produto da PCR e o vetor de expressdao em
Escherichia coli, pAE, foram digeridos com enzimas de restricdo Xhol e Kpnl, e
em seguida, ligados com T4 DNA - ligase (Thermo Scientific). O produto
resultante de reacao de ligacao foi utilizado para transformar, por choque térmico,
a cepa TOP10F de E. coli. Os transformantes foram selecionados em placas com
meio Luria Bertani (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl e
2% de Agar) contendo 100 pg/mL de ampicilina (Sigma Aldrich).

O plasmideo recombinante contendo o gene de interesse foi propagado em E.
coli BL21 Star e cultivado em meio Luria Bertani contendo 100 ug/mL ampicilina.
O cultivo, depois da adicdo do agente de inducdo IPTG (isopropil [3-D-1-
tiogalactopiranosideo), foi incubado por 3 horas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm.
O pellet celular obtido da expressao foi ressuspendido em tampao de lavagem
Akta Wash (0,234% de NaH2PO4, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole)
adicionado de lisozima (Sigma Aldrich), submetido a sonicacéo por sete ciclos de
20 segundos a 60 Hz e o sobrenadante coletado para posterior analise da
expressao.

2.2 Producao de anticorpo monoclonal para proteina N recombinante de
VBIG

Para realizar a produgdo dos MADs, utilizou-se camundongos da linhagem
BALB/c, fémeas, com seis semanas de idade, que foram inoculadas
intraperitonealmente (i.p) com 100 pg de proteina recombinante (rN)
homogeneizado (1:1) com adjuvante completo de Freund (ACF, Sigma Aldrich).
Passadas duas semanas, realizou-se uma segunda inoculagcéo da rN acrescida
de adjuvante incompleto de Freund (AIF, Sigma Aldrich) e seguiu-se a
administragao via i.p semanalmente, por mais 8 semanas. Nos trés dias antes que
antecederam a ultima inoculacdo, o camundongo que demonstrou um maior titulo
de anticorpos em ELISA indireto realizado com a proteina rN, recebeu um
“booster” de imunizacdes com a proteina recombinante via i.p. e intravenosa.

No dia da fusdo, o animal inoculado sofreu eutanasia e o baco foi removido
em ambiente estéril. O baco foi macerado em meio de cultivo incompleto (Ml),
centrifugado a 1000 x g por 8 min e as células suspendidas em MI, e repetiu-se a
centrifugacdo. Ao final de trés centrifugacfes para a remocdo dos debris, as
células foram suspendidas em 10 mL de MI. Apds as lavagens, os esplendcitos
foram fusionados com células de mieloma Sp2/0-Agl4 na presenca de 50% (w/v)
de polietilenoglicol (PEG) 1450 (Sigma), adicionado durante 1 minuto e, em
seguida, um volume de 9 mL de MI foi acrescentado durante 5 minutos. As
células foram centrifugadas a 1000 x g por 10 min, e, em seguida, foram
ressuspendidas em 50 mL de meio DMEM contendo hipoxantina (1x10-6M),
aminopterina (4x10-9M), timidina (1,6x10-7M) (HAT; Sigma) e 20% de soro fetal
bovino, sendo entédo distribuidas em 5 placas de cultivo celular (0,1 mL/cavidade).
As placas foram incubadas a 37 °C em estufa contendo 5% de CO,.

2.3 Caracterizacao dos anticorpos monoclonais

Os MAbs que reagiram positivamente com o0 antigeno da proteina N
recombinante no ELISA indireto foram selecionados. Esses clones de hibridomas
reagentes no ELISA foram inoculados nos camundongos previamente
sensibilizados com Pristane (Sigma Aldrich) para producéo de fluido ascitico. Os
MAbs foram purificados por cromatografia de afinidade utilizando coluna de
proteina A- Sefarose (GE Healthcare), e a classe de cada MAb foi determinada
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por ELISA utilizando o Kit de Isotipagem (Sigma). Apds purificacdo, os MAbs
foram titulados através de ELISA indireto com a proteina rN e quantificados por
Qubit™ (Thermo Fisher Scientific).

Para a caracterizacdo dos MADbs produzidos, realizou-se eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e posterior analise por Western blotting, no
qual a proteina rN, a amostra do virus VBIG, e uma amostra do virus da Bouba
aviaria foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL) e
0s MADbs testados. As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em p6 em
PBS-T por 1 h. Apos trés lavagens com tampdo PBS-T, as membranas foram
incubadas com dois diferentes MAbs anti-rN (B7 e E2) por 1 h. Posterior as
lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo de cabra anti-mouse
IgG total conjugado com peroxidase diluido 1:4000 (Sigma) por 1 h, seguido pela
reacao de revelacéo de cor por DAB (3,3 diaminobenzidine, Sigma).

Além disso, também foi realizado um ELISA utilizando diferentes antigenos
aviarios, como o VBIG, a fim de detectar alguma possivel reacao inespecifica dos
MADs. Para isso, microplaca de 96 cavidades (Nunc MaxiSorp®) foi sensibilizada
com uma dose da vacina contra Gumboro, uma dose da vacina contra Newcastle,
uma dose da vacina contra BIG e 100 ng de rN. Apds a sensibilizagdo overnight a
4 °C, a placa foi lavada com solucdo de PBS-T por 3 vezes e bloqueada com
solucédo de BSA 0,1% (Albumina bovina sérica em PBS-T), incubada por 1 hora a
37 °C. Os MAbs foram adicionados na diluicdo 1:500, incubando-se a placa por 1
hora a 37 °C. A placa foi novamente lavada e o conjugado anti-mouse IgG total foi
adicionado na diluicdo de 1:4000, incubando por mais 1 hora a 37 °C. No ultimo
passo foram realizadas cinco lavagens e a reacao foi revelada por adicdo de OPD
(o-Phenylenediamine dihydrochloride). A reacédo foi interrompida com a solugéo
de H,SO, 2 N e analisada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
492 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fragmento correspondente a 1200 pb do gene que codifica para a
proteina N foi amplificado por RT-PCR (dados ndo mostrados). A rN foi expressa
em E. coli cepa BL21 Star, extraida e purificada de forma solavel, reagindo frente
a soro monoclonal Anti-Histidina (Sigma-Aldrich) no Western Blot (Figura 1).
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Figura 1. Analise da expressdo da proteina rN. A- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% 1-
cepa E. coli BL21 star, 2- Cultivo de rN nao induzido, 3- Cultivo de rN induzido, 4- Marcador, 5- rN
purificada B- Western blot frente a antiéxhis 1- Controle negativo, 2-Proteina rN, 2- Marcador

ApoOs a ultima imunizacdo com a proteina rN, os soros dos camundongos
foram titulados por ELISA indireto, o animal que apresentou titulo mais alto
(1:25.600), foi escolhido para realizar a fusdo. Foram adquiridos cinco MAbs (B7,
E2, D3, F5, F4), imortalizados produtores de anticorpos contra a proteina rN. Na
analise de isotipagem verificou-se que todos os MAbs séo do subtipo IgM. Porém,
apenas 3 hibridomas (B7, D3 e E2), que foram obtidos de clonagens diferentes e
continuaram reagindo positivamente no ELISA indireto contra rN, foram utilizados
em caracterizagbes posteriores. Os hibridomas selecionados foram expandidos
em tumores asciticos em camundongos para a obtencdo de maior quantidade de
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MAbs. Em seguida, os MAbs foram purificados através de cromatografia de
afinidade em colunas de proteina A. Na analise de SDS-PAGE foram utilizados 3
MADbs e para o Western Blot utilizou-se 2 MAbs para verificar reacdo dos mesmos
frente ao VBIG, rN e virus da Bouba, os quais demonstraram um padrdo de
bandas caracteristico de anticorpo da classe IgM (Figura 2), ja que é possivel
observar duas bandas do mesmo padréo do isotipo IgM, o qual foi utilizado como
controle no gel. 1 2 3 4
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Figura 2. Analise dos MAbs por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. 1- Anticorpo IgM
(controle), 2- MAb BIG-rN D3, 3- Mab BIG-rN b7, 4- MAb BIG-rN E2

Para verificar a especificidade dos anticorpos produzidos, foram utilizados
0os MAbs B7, E2 e D3, demonstrando em todos uma maior reacao frente a rN e
VBIG, ao contrario dos virus de Newcastle e Gumboro que obtiveram baixa
reacao (dados ndo mostrados).

4. CONCLUSOES
Os resultados obtidos demonstram que o0s anticorpos monoclonais
produzidos neste estudo foram especificos para a proteina N recombinante de
VBIG, sendo possivel sua utilizacdo em teste de diagndstico, facilitando a
deteccdo da enfermidade na populacao aviaria.
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