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RESUMO

Os fitopatologistas tém feito um uso cada vez maior dos métodos seroldgicos na
deteccdo e caracterizacdo de fitopatogénios, por se tratar de técnicas rapidas, praticas e
de elevada sensibilidade, que se podem adaptar as necessidades. De entre estes testes, as
varias adaptacdes do ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sdo, actualmente, os
métodos mais divulgados, uma vez que permitem testar um elevado nimero de amostras

num curto espago de tempo e a pre¢o moderado.

A maioria dos virus fitopatogénicos tem genoma de ss-RNA (&cido ribonucleico
monocatenario) que, durante o processo replicativo, no interior das células do
hospedeiro, da origem a uma forma replicativa de ds-RNA (&cido ribonucleico
bicatenario). Considerando que as plantas ndo infectadas ndo contém quantidades
detectaveis de ds-RNA, a sua presenca em extractos vegetais € uma forte indicacdo de

infeccéo viral.

O presente trabalho desenvolveu-se no sentido de produzir um antissoro
policlonal para um polinucleétido sintético bicatenario [poli(l):poli(C)] para deteccédo
de ds-RNA. O antissoro foi caracterizado através de varias técnicas seroldgicas
(ELISA-indirecto em placa de poliestireno, ELISA-indirecto em membrana de

nitrocelulose e teste de difusdo dupla em agar).

O teste ELISA-indirecto em placa revelou ser mais sensivel e pratico do que o
respectivo teste em membrana de nitrocelulose, tanto na detecgdo de poli(l):poli(C)
como de ds-RNA purificado. Ambos se mostraram, no entanto, incapazes de detectar
ds-RNA a partir de extractos aquosos de videira, o que dificulta o processo de deteccao,
uma vez que a extraccdo de ds-RNA de material vegetal é morosa e de baixo

rendimento.



INDICE

1 - INTRODUGAO ..ot ss st sa st snanes 1
2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 2
2.1 - RELAGAO ANTIGENIO-ANTICORPO. ....utiiuritientianresieatessnesseessesssesieessesssesneessesnnesneas 2
2 S AN 1 T 1= T o OSSR 2
2.1.2 - ANTICOIPOS ...ttt ettt ettt sttt e bttt ae e sbe et e st et e e besneesaeeeas 3
2.1.2.1 - DefiniGa0o de antiCOrPO.........ccerveriiriiirieieieieeri et 3
2.1.2.2 - Estrutura dos antiCOrPOS.........ccvueieerieeiieieesieseeseesiesee e sre e sre e 4
2.1.2.3 - Anticorpos policlonais vs anticorpos monoclonais ...........c.ccceeveevenen. 6
2.1.3 - Interacgdes antigénio / antiCOIPO .......evveveieeiierie e e e 9
2.2 - PRODUCAOQ DE ANTICORPOS POLICLONAIS . .ciiiiiiiiiiiiriieieie e s s ssintrreee e e e e s ssnssssene s 9
2.2.1 - Purificac8o de antiglnio ..........cccooriiiieiiniie e 9
2.2.2 = IMUNIZAGAOD ....ovvieiiee ittt 10
2.2.2.1 - ANIMAIS USAUOS. ... veveeveeniieriesieeieeieesieeiesreesreeeesseesraeseesneesreeneesneessens 10
2.2.2.2 - Factores a considerar quando da imunizagao...........cccceeveveivenennen, 12
2.2.3 - COINEIta 08 SANQUE......ccviiiieiieieeeeee e 15
2.2.4 - Obteng&o e armazenamento de antiSSOr0 .........ccvvververerierieiierienie e 17
2.2.5 - PUrficag80 de IgG.......oooieie e 18
2.3 - TECNICAS IMUNOLOGICAS DE IDENTIFICACAOD ....cccvvrviiiieeeiiiiiiiireeee e sinrseeeeeas 19
2.3.1 - TEStES SErOIOQICOS ...c.viviivieiierieieiie ettt st ene e 19
2.3.1.1 - PrinCipioSs gEIaiS ....ccveieieierieiiesiesieeeseeeeie e siesie e ssesseeneeee e 20
2.3.1.2 - Técnicas de amplificacdo dos testes ELISA ........ccccoevvvievvevieciennnn, 22
2.3.1.3-TEeSES ELISA ..o 23
2.3.1.3.1 - DAS-ELISA. ... 24
2.3.1.3.2 - ELISA-INAIFECLO v.vevvveeei ittt ee ettt 24
2.3.1.3.3 - Dot-immunobinding assay (DIBA) ou dot-ELISA............cccccvvveeiinnen. 25
2.3.1.4 - Outras técnicas SErolOgiCas ........ccuurerieirererisire e 26
2.3.1.4.1 - "TisSUE-Print IMMUNOASSAY" ....cceeeeeiirirriieieeee e e e st e e e e eeebeeeee s 26
2.3.1.4.2 - WeStern DIOtING ...ccoeoevi i 26
2.3.1.4.3 - IMUNOPIECIPITAGAD ...eeeiiieiiiiiee e ettt ee s 27
2.3.1.4.4 - Imunomicroscopia electronica (IME) .......ccccevvvivei i, 28
2.3.1.4.5 - Testes radioimunol0gicos (RIA) .....ccuvveeiiiiiiieiiiiie i 29

2.3.2 - Técnicas de andlise e detec¢do de dS-RNA........ccccovviiiiniinenree e 29

3 - PARTE EXPERIMENTAL ..ottt 32
3.1 - MATERIAL E METODOS ....cttiitieatteateesieeasteessseasseesiseasseessseasseessseasseesssesssessnnssnnes 32
3.1.1 - Preparagé@o e manutengdo dos COEINOS .........ccvviieiieri i 32
3.1.2 - Imunizacdo com proteina SINtELICA.........cccevrverieereere e, 32
3.1.3 - ColNEita 0 SANQUE ....c.vecveereeie ettt nne e 33
3.1.4 - Separacdo e armazenamento d0 aNtiISSOI0.........ccvereereereereeriesieesieesieaneens 34
3.1.5 - Caracterizacdo seroldgica doS antiSSOr0S.........ccuevrvereeereriereeieniesieneeenen, 35
3.1.5.1 - Avaliacéo da evolugao da reactividade do antissoro ““inteiro™ ........ 35
3.1.5.1.1 - ELISA- indirecto em placa (ID-ELISA) ..o, 35
3.1.5.1.2 - ELISA indirecto em membrana (DIBA) ........ccccoviiiiiiiiiiiiiee i, 36
3.1.5.1.3 - Teste de difusdo dupla em agar para titulagdo do antissoro................ 38

3.1.5.2 - Avaliacéo da reactividade da IgG purificada...........cccceeervenvninnnn. 39



3.1.5.2.1 - Purificagio e armazenamento de 1gG ........ccvvveiiiiiveeiiiiiee e 39

3.1.5.2.2 - ELISA indirecto em placa (ID-ELISA) .......ccovveiiiiiieeiiieee e 39

3.1.5.2.3 - ELISA indirecto em membrana (DIBA) .......cccvevviiivee e 39

3.1.5.2.4 - Teste de difusdo dupla em agar ..........cccceerrvrereriiiiree e 40

3.1.6 - Deteccdo seroldgica de ds-RNA com o antissoro produzido.................... 40
3.1.6.1 - Deteccéo serologica de ds-RNA em extracto de videira.................... 40
3.1.6.1.1 - ELISA-INDIrecto em placCa.........cceveerrirrieeiiiiee s 40

3.1.6.1.2 - ELISA-indirecto em membrana (DIBA).......cccceiviiiieeiiiiee e 41

3.1.6.1.3 - Teste de difusdo dupla em agar ..........cccceerrrreeeiiiiieee e 41

3.1.6.2 - Detecgdo serologica de ds-RNA.........cccoeiriiiiinineseseee e 42
3.1.6.2.1 - Purificagdo de dS-RNA ........ouiiiiiiiiie e 42

3.1.6.2.2 - ELISA-INdIirecto €M PlaCa.......ccevieeeiiiiiiiiiiiiie et 43

3.1.6.2.3 - ELISA-indirecto em membrana ...........cccvveeieeeniiniiiiieieeeee e, 43

3.1.6.2.4 - Teste de difus@o dupla em agar .........cccvveeeieeeniiniiiieiee e 43

4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ .......ooviveiieeiesiesesesesessenessessnssenesssssneesenes 45
4.1 - AVALIACAO DA EVOLUCAO DA REACTIVIDADE DO ANTISSORO “INTEIRO........... 45
4.2- TITULAGAO DO ANTISSORO POR TESTE DE DIFUSAO DUPLA EM AGAR ................. 48
4.3 - AVALIAGAO DA REACTIVIDADE DA IGG PURIFICADA ......oovuveieniiesieeeesieesieaneeseens 49
4.4 - DETECGAO DE DS-RNA EM EXTRACTOS AQUOSOS E EM DS-RNA PURIFICAD ........ 50

5 - CONCLUSOES .....otviririieiieisseseesseee sttt asssssssssesenns 53

6 - BIBLIOGRAFIA ... oo 55



1 - INTRODUCAO

O diagnostico de uma doenca é o primeiro passo para a definicdo de medidas de
controlo. Para algumas doencas, a causa pode ser determinada pelos sintomas, mas nem
sempre isso € possivel, pelo que se torna necessario recorrer a técnicas laboratoriais

para se atingir o diagnéstico correcto.

Os testes serologicos sdo 0 método mais usado pelos fitopatologistas na deteccao
de agentes patogenicos, principalmente virus, mas também, por vezes, para fungos,
bactérias e fitoplasmas, por se tratar de técnicas simples e praticas que se baseiam na
reaccao mais ou menos especifica entre antigénios e anticorpos. De entre estes testes, as
varias adaptagdes do ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sdo os mais usados
(Clark e Adams, 1977; Converse e Martin, 1990).

No caso particular dos virus, patogénios sobre 0s quais este trabalho se debruca,
a especificidade antigénio-anticorpo, se bem que seja normalmente factor de mais valia,
pode tornar-se insuficiente, uma vez que, em plantas infectadas com mais do que um

virus, um virus ndo testado pode passar despercebido ao investigador.

Morris e Dodds (1979) desenvolveram um método de isolamento e analise de
RNA bicatenario (ds-RNA) a partir de material vegetal, que permite detectar a presenca
de virus ou fungos nesse material, uma vez que apenas as plantas infectadas com estes
patogénios apresentam este tipo de &cido nucleico. Este método pode tornar-se

altamente especifico, por permitir identificar o fitopatogénio em causa.

O objectivo deste trabalho € produzir, atraves da imunizacao de coelhos com um
polinucledtido sintético, um antissoro especifico para RNA bicatenario que seja capaz
de detectar qualquer infeccdo viral em videira. Pretende-se também pdr em prova a
capacidade e sensibilidade de deteccdo dos testes ELISA-indirecto em placa e em

membrana em relacdo a este acido nucleico.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Relacdo Antigénio-Anticorpo

2.1.1 - Antigénio

Um antigénio é qualquer substancia capaz de induzir uma resposta imunolégica
guando introduzida num animal vertebrado (Van Regenmortel,1982; Mernaugh et al.,
1990). Estas substancias sdo normalmente moléculas bastante grandes (massa molecular
superior a 5 KDa) ou particulas que consistem em, ou contém, proteinas ou
polissacaridos estranhos as espécies em que sdo introduzidas (Matthews, 1991). Regra
geral, um organismo ndo induz uma resposta imunoldgica contra as suas proprias

proteinas (Van Regenmortel, 1982).

Um antigénio tem duas formas de actividade. Por um lado, pode estimular um
animal a produzir anticorpos que irdo reagir especificamente com o antigénio. Este
aspecto € conhecido por imunogenicidade. Por outro lado, deve ser capaz de se
combinar com o anticorpo especifico produzido, ao que se chama antigenicidade da
particula (Matthews, 1991).

Segundo Van Regenmortel (1982), a capacidade de um dado animal revelar a
imunogenicidade de uma substancia depende do facto de aquele possuir ou nao células
linféides (linfocitos B) dotadas de receptores capazes de se combinar especificamente
com o respectivo antigénio. Por sua vez, a reactividade antigénica (ou antigenicidade)
de determinada substancia descreve a sua capacidade de se ligar aqueles receptores.
Esta reactividade reside em zonas restritas da molécula, conhecidas como determinantes
ou epitopes, que possuem uma estrutura tridimensional complementar ao local de
ligacdo da molécula do anticorpo (Mernaugh et al., 1990). Uma substancia pode exibir
um ou mais epitopes, dependendo da sua massa molecular (Wistreich e Lechtman,
1988).

Estirpes de virus de um mesmo grupo podem possuir estruturas superficiais
muito semelhantes e, por essa razdo, anticorpos produzidos em resposta a uma

determinada estirpe podem reagir com outras estirpes.do mesmo virus. A reac¢do do



antigénio com o antissoro para ele produzido chama-se reac¢do homologa; a reaccéo
com um antissoro produzido para um antigenio diferente denomina-se de heterdloga
(Bercks et al., 1972).

Proteina
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Determinante
antigénico

ABr U\

antigénico . =&
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P J g B 62 :
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Fig 1 - Antigénios e seus determinantes. Os antigénios podem apresentar na sua constitui¢do
varios determinantes, tendo cada um deles capacidade de reagir com um anticorpo especifico
(adaptado de Brock e Madigan, 1991).

2.1.2 - Anticorpos
2.1.2.1 - Definicéo de anticorpo

A resposta imunoldgica de um animal vertebrado a presenca de antigénios
estranhos é a producdo de anticorpos (Matthews, 1991).

Os anticorpos sdo proteinas pertencentes ao grupo das imunoglobulinas capazes
de se ligar aos antigénios por reconhecimento do determinante do antigénio que Ihe deu

origem (Van Regenmortel, 1982; Mernaugh et al., 1990).

As globulinas estdo presentes no soro de todos os animais mas, depois de estes
sofrerem imunizagdo, aparecem novos tipos, que diferem dos inicialmente existentes
pelo facto de reagirem especificamente com o agente imunogénico (Gibbs e Harrison,

1976). Assim, 0s anticorpos encontrados num antissoro (soro apds imunizagdo)



formam uma populacdo heterogénea de imunoglobulinas, que se distinguem pelas suas

propriedades fisicas, quimicas e seroldgicas (Matthews, 1991).

2.1.2.2 - Estrutura dos anticorpos

Existem 5 classes de imunoglobulinas: 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE, mas todas tém
uma estrutura basica semelhante, que consiste em duas cadeias leves (L, do inglés light)
idénticas e duas cadeias pesadas (H, do inglés heavy) também idénticas, ligadas entre si
por forcas ndo covalentes e ligagOes bissulfito (Van Regenmortel, 1982; Wistreich e
Lechtman, 1988; Mernaugh, 1990). As diferentes classes distinguem-se pelas diferentes
cadeias pesadas, sendo as cadeias leves iguais em todas as classes (Van Regenmortel,
1982).

Fc
; Cadeia
Varidvel ~ v pesada
T =
§
A
i Digestdo
| com
' pepsina
Locgl de‘ F(ab)s
combinagdo s

Fig. 2 - Estrutura basica das principais imunoglobulinas presentes no soro (adaptado de Fox,
1993).

As imunoglobulinas 1gG e IgM sdo as que aparecem nos SOros em maior
guantidade e sdo as unicas que, até agora, foram implicadas em reaccBes seroldgicas
com virus de plantas (Matthews, 1991). Segundo Van Regenmortel (1982), a classe de

IgG, por si s0, constitui aproximadamente 75% do total de imunoglobulina.

Como se pode observar na Fig. 2, a estrutura basica das moléculas de 1gG

consiste em duas cadeias L (de massa molecular 25 KDa) e duas cadeias H (de massa



molecular 50 KDa), ligadas por uma ponte bissulfito simples. O anticorpo IgG ¢é
bivalente, ou seja, tem dois locais especificos (determinantes) que se combinam com
dois antigénios. Estes dois locais de ligagdo encontram-se na extremidade (regido
hipervariavel) de ambos os bracos da molécula em forma de Y (Van Regenmortel,
1982) e consistem numa "armacédo” constituida por uma sequéncia relativamente estavel
de aminoacidos interrompida por varias regides com sequéncias altamente variaveis.
Estas regides hipervariaveis interagem para formar os dois locais de ligacdo, altamente

especificos, aos antigénios (Matthews, 1991).

O uso de enzimas e outros tratamentos quimicos na digestdo e separagdo das
moléculas de imunoglobulinas em partes mais pequenas revelou a existéncia de varias
subregibes funcionais (Wistreich e Lechtman, 1988). A hidrdlise de 1gG com papaina
da origem a trés fragmentos, dois dos quais (Fab) (ambos com uma cadeia leve e outra
pesada) possuem igual dimensdo e capacidade de ligacdo com os antigénios. O terceiro
fragmento (Fc), constituido apenas por cadeias pesadas, ndo tem capacidade de se ligar
aos antigénios (Mernaugh et al., 1990), mas apresenta elevada afinidade para uma
molécula isolada a partir da parede celular de Staphylococcus aureus (Proteina A), que

é muito usada na amplificacdo de vérios testes serologicos (Matthews, 1991).

A regido entre os fragmentos Fab e Fc confere ao anticorpo a flexibilidade
necessaria para que os fragmentos Fab operem independentemente (Mernaugh et al.,
1990). Por outro lado, a hidrélise daquela molécula com pepsina produz dois

fragmentos Fab [F(ab'),] unidos por ligacdes bissulfito e um fragmento Fc'.

A IgM é a maior das imunoglobulinas e constitui cerca de 10% das
imunoglobulinas totais do soro. Encontra-se na forma de pentdmero com 5 unidades
ligadas entre si por pontes bissulfito, cada uma composta igualmente por duas cadeias L
e duas cadeias H. Esta imunoglobulina tem 10 potenciais locais de ligacdo, mas estes
podem n&o se encontrar todos reactivos simultaneamente. E a sequéncia de aminoacidos
da parte N-terminal das cadeias L e H que determina a estrutura terciaria e, portanto, a

especificidade do local de ligacdo do anticorpo (Van Regenmortel, 1982)

A concentracdo de IgA, IgD e IgE no soro é extremamente baixa, representando
um papel muito pequeno na resposta imunoldgica dos animais aos virus (Van

Regenmortel, 1982), pelo que se considera desnecessaria a sua descri¢ao detalhada.



Quando um coelho € injectado com um imunogenio, 0s anticorpos aparecem no
sangue normalmente uma semana ap6s estimulagéo e sdo principalmente do tipo IgM. A
concentracdo do soro aumenta durante alguns dias, diminuindo em seguida, até atingir o
ponto em que poucos anticorpos conseguem ser detectados. Se o animal for injectado
novamente com 0 mesmo imunogénio, o periodo latente é mais curto, a concentracdo
aumenta mais rapidamente e atinge niveis mais elevados, e 0s anticorpos, que sdo
principalmente do tipo 1gG, permanecem no sangue durante mais tempo do que os do
tipo IgM. Estes dois tipos de resposta & imunizagdo s&o normalmente chamados de

resposta primaria e resposta secundaria (ou hiperimune) (Gibbs e Harrison, 1976;
Wistreich e Lechtman, 1988; Mernaugh et al, 1990).

—_——

| Resposta |
Estimulo imunogénico ‘ | s
| g diri g } | secunddria |
| secundario ‘ i )

—

\{_——_—_
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priméria |

p—
| Estmulo |

‘ imunogénico

Concentragio das imunoglobulinas

Fig. 3 - Respostas primaria e secundaria dos anticorpos a presenca de determinado antigénio
(adaptado de Wistreich e Lechtman, 1988).

2.1.2.3 - Anticorpos policlonais vs anticorpos monoclonais

Uma molécula de proteina antigénica pode ter varios determinantes ou epitopes
diferentes na sua superficie que podem ser reconhecidos pelo receptor da molécula de

IgG de algumas linhas de linfécitos B. Deste modo, para qualquer antigénio com estas



caracteristicas, pode haver muitos linfocitos B com diferentes locais de ligacdo que

serdo estimulados pelo antigénio. Daqui resulta a formacéo de anticorpos policlonais.

No entanto, e como seria desejavel, os linfocitos B ndo podem ser multiplicados
in vitro. Para tentar ultrapassar este problema, Kohler e Milstein (1975) promoveram a
fusdo entre estas células (retiradas de um rato imunizado) e uma linha de células de
mieloma cancerigeno (e portanto de crescimento continuo) de rato (Wistreich e
Lechtman, 1988; Matthews, 1991; Fox, 1993). Com este procedimento, conseguiram
seleccionar células individuais (hibridomas) com capacidade biossintética de produzir
um Unico tipo de anticorpos - anticorpos monoclonais- a partir de um unico tipo de
linfocitos B (Clausen, 1988; Matthews, 1991). Esta técnica encontra-se ilustrada na Fig.
4.

Durante os anos 80 registou-se um crescimento explosivo no interesse pelo uso
de anticorpos monoclonais (Mabs) em muitos aspectos da investigacdo de virus

fitopatogenicos, em particular na deteccao e diagndstico (Matthews, 1991).

De facto, Matthews (1991) e Fox (1993) referem-se as inimeras vantagens deste
tipo de anticorpos sobre os anticorpos policlonais. A producdo de anticorpos
monoclonais exige pequenas quantidades de imunogénio quando da imunizacdo dos
animais (normalmente ratos), sem se colocar o problema da purificacdo de imunogénio
de cada vez que se pretende produzir anticorpos (inerente a obtencdo de anticorpos
policlonais). Uma vez seleccionada uma linha de células de hibridoma, uma quantidade
infindavel desse mesmo anticorpo pode ser obtida, pois o hibridoma pode ser
imortalizado por armazenamento em azoto liquido e infinitamente reproduzido. Este
facto pemite que se proceda a uma uniformizacdo do tipo de anticorpos usados pelos
diferentes laboratorios, eliminando-se o problema da variabilidade de resultados que
normalmente ocorre devido ao uso de diferentes tipos de anticorpos. Por outro lado, e
por reconhecerem um sé epitope, os Mabs tornam possivel diferenciar patogénios

sistematicamente proximos.

No entanto, estes anticorpos apresentam também algumas limitagdes. Embora a
sua elevada especificidade seja normalmente encarada como um factor positivo, pode
tornar-se menos vantajosa quando se pretende detectar mais do que uma estirpe de um

patogéenio e também porque aumenta a sensibilidade dos anticorpos a possiveis



alteragdes conformacionais dos antigénios. Outro problema destes anticorpos é o facto
de a producdo de hibridomas ser ainda relativamente dispendiosa em material,

equipamento, tempo e mao de obra.
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Fig. 4 - Formacao de hibridomas e producédo de anticorpos monoclonais (adaptado de Wistreich
e Lechtman, 1988).



Por estas razdes, e embora 0os Mabs se oferecam como excelentes instrumentos
na investigacdo de fitopatogénios, é pouco provavel que estes venham a substituir

totalmente o uso de anticorpos policlonais.

2.1.3 - Interacc@es antigenio / anticorpo

A interaccdo entre um antigénio e um anticorpo envolve pontes de hidrogénio e

de sais, cargas electrostaticas e forcas de Coulomb, van der Waal's e hidrofébicas.

A forca desta interaccdo (afinidade) €, contudo, reversivel por acgdo da
temperatura, pH e estado de conservacdo dos solventes. Se estes factores sofrerem
alteragdes significativas, os resultados de testes como o ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), que fazem uso de antigénios e anticorpos, podem ser alterados
(Mernaugh et al., 1990).

A capacidade de formacdo de complexos imunoldgicos estaveis designa-se por
avidez e estd directamente relacionada com a quantidade de locais de combinacédo
presentes na imunoglobulina (Mernaugh et al., 1990) e com a sua especificidade.
Anticorpos com baixa avidez sao muito especificos e apenas reagem com determinantes
de antigénios homdlogos, enquanto anticorpos com elevada avidez sdo menos
especificos e reagem também, ainda que debilmente, com determinantes ligeiramente

diferentes (antigénios heterélogos) (Gibbs e Harrison, 1976).

2.2 - Producéo de anticorpos policlonais

2.2.1 - Purificacéo de antigénio

Para varios agentes fitopatogénicos, antissoros, mono e policlonais, podem ser
adquiridos comercialmente. No entanto, s&o caros e por vezes apresentam baixa
concentracdo de anticorpos. Desta forma, € aconselhavel aos laboratdrios que trabalham
no campo da imunoquimica preparar 0S seus préprios antissoros e, para que esse
empreendimento se torne viavel, devem ocupar-se também da preparacao dos antigénios

adequados a sua producgdo (Clausen, 1988).



Os antissoros sdo produzidos através da imunizacao de animais com antigénios
(por exemplo virus) total ou parcialmente purificados (Bercks et al, 1972) ou com
moléculas (proteinas, glicoproteinas, lipoproteinas, lipopolissacaridos e carbohidratos)
que sejam estranhas ao animal (Clausen, 1988; Fox, 1993). Com raras excepcoes, a
parte antigenicamente activa de uma particula viral é a sua proteina, particularmente a

parte externa da capa proteica que envolve o acido nucleico (Gibbs e Harrison, 1976).

E sempre aconselhavel usar preparacdes de virus ou moléculas purificadas e
concentradas, uma vez que, para além de o animal produzir anticorpos para todos 0s
imunogénios injectados, incluindo as impurezas, poucos Sdo 0s Virus que se encontram
nas plantas em concentracdes suficientemente elevadas para provocar imunogenicidade,
para além de que a seiva de algumas plantas é toxica para os animais.

Hoje em dia, procede-se normalmente a purificacdo e concentracdo das particulas de
virus, quando se pretende imunizar animais para obtencdo de antissoro (Gibbs e
Harrison, 1976).

Recentemente, com o desenvolvimento da biologia molecular, tem-se
desenvolvido as técnicas baseadas na expressdo in vitro de proteinas. Inserindo uma
determinada sequéncia codificante (por exemplo a parte do genoma do virus
responsavel pela codificacdo do nucleocapsideo) num vector (por exemplo E. coli), é
possivel produzir uma proteina semelhante a que se obtém pelos métodos classicos de
purificacdo de proteinas. Por exemplo, para o virus do enrolamento foliar da videira
GLRaV-3, Ling et al. (1997a,b) procederam a sequenciacdo e clonagem do gene que
codifica a proteina do capsideo, obtendo por expressao in vitro anticorpos policlonais

para este virus.

2.2.2 - Imunizacéao
2.2.2.1 - Animais usados

Todos os animais vertebrados sdo capazes de produzir anticorpos (Gibbs e
Harrison, 1976). No entanto, coelhos, galinhas, porquinhos-da-india, ratos e ratazanas

sdo as espécies mais mencionadas na bibliografia (Ball et al., 1990).
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a) Coelhos - Estes sdo os animais mais usados na producéo de anticorpos policlonais
para virus de plantas (Van Regenmortel, 1982; Ball et al., 1990), uma vez que
respondem bem aos fitopatogénios e produzem volumes de soro convenientes as
necessidades (Ball et al., 1990; Matthews, 1991). Por outro lado, sdo também féaceis de
manter e reproduzir (Gibbs e Harrison, 1976; Ball et al., 1990), o que torna possivel o
uso de um grande namero de animais. Este € um factor de elevada importancia, uma vez
que estes, individualmente, podem variar bastante na sua resposta imunoldgica a um
determinado antigénio (Clausen, 1988). Para evitar problemas de variagdo nas respostas
entre animais, Ball et al. (1990) recomendam a imunizacdo de pelo menos dois animais,

para qualquer antigénio.

b) Galinhas - Embora as galinhas sejam animais faceis de manter e bons produtores de
anticorpos, raramente tém sido usadas na producdo de antissoros contra virus de plantas.
Hu et al. (1985) e Pereira (1986) apontam como principais limitagdes ao uso desta

especie a paragem de posturas apos injeccdo e a morte do animal injectado.

O uso de anticorpos de aves € particularmente importante em testes indirectos de
DAS-ELISA (double antibody sandwish-enzyme linked immunosorbent assay) que
requerem o uso de anticorpos virais produzidos em 2 especies diferentes de animais.
Van Regenmortel (1982) adianta que, uma vez que os anticorpos das galinhas ndo
reagem serologicamente com imunoglobulinas de mamiferos, anticorpos antivirais de
galinhas podem ser usados no revestimento das placas em testes imunoldgicos
indirectos em que sdo usados também anticorpos antivirais de coelho e pr fim

anticorpos de cabra-anti-coelho marcadas com enzima.

No entanto, Carvalho (1998) obteve, em testes deste tipo (IgG especifica do
virus produzida em galinha - antigénio - bloqueio - 1gG especifica produzida em coelho
- conjugado enzimatico especifico para IgG de coelho produzido em cabra - substrato),
resultados com elevadas reaccdes de "background™ usando anticorpos de galinha, o que
pode significar reaccdo directa entre ambos. Esta reac¢do pode, contudo, ser indicativa

de deficiéncia na purificacdo dos anticorpos policlonais existentes.

Quando se usa galinhas poedeiras na imunizacdo, os anticorpos podem ser
facilmente obtidos a partir dos seus ovos, por precipitacdo com polietileno glicol

(Polson et al.,1980 cit. por Van Regenmortel, 1982; Pereira, 1986), uma vez que
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aqueles sdo transferidos do sistema imunologico e se concentram na gema dos ovos
(Clausen, 1988).

c) Ratos - Embora seja normalmente aceite que os ratos sdo menos eficientes na
producéo de antissoros do que os coelhos, quando séo feitas comparacGes baseadas na
guantidade de imunogénio injectada por quilograma de peso corporal obtém-se
resultados satisfatorios relativamente a concentragdo dos antissoros dos ratos. Desta
forma, quando o material imunogénico se encontra disponivel em pequenas

quantidades, torna-se certamente vantajoso imunizar ratos (Van Regenmortel, 1982).

No entanto, e segundo 0 mesmo autor, as maiores vantagens do uso de ratos
assentam na possibilidade de utilizagdo de linhas puras, 0 que minimiza as variagoes de
cariz genético na resposta imunologica de animais individuais, e de producdo de

anticorpos monoclonais através de hibridomas.

d) Outros animais - Grandes volumes de soro podem ser obtidos a partir de animais
maiores como ovelhas, cabras e cavalos mas, nestes casos, € necessaria uma maior
quantidade de antigenio para a imunizagdo, para além de que sdo mais dificeis e caros
de manter (Ball et al., 1990).

Van Regenmortel (1982) afirma também a vantagem do uso de rés na producao
de antissoros, uma vez que podem ser benéficos com antigénios instaveis a temperatura

corporal dos animais de sangue quente.

2.2.2.2 - Factores a considerar quando da imunizagéo

Vérios estudos analisados por Ball (1974) demonstraram que a variacdo da
resposta em animais injectados com antigénios depende do sistema imunoldgico do
proprio animal, via e calendario de imunizagdo, altura das colheitas de sangue e
guantidade de antigénio imunizante injectado, sendo portanto essencial considerar estes

factores quando se pretende comparar a reac¢do imunologica de fitopatogénios.

a) Via de injeccdo - Diferentes vias de injeccdo usadas na imunizacdo de animais
oferecem diferentes resultados e nenhum dos varios métodos apresentados pode ser

mais recomendado que outro (Ball, 1974).
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O imunogénio pode ser injectado no animal de varias formas: intravenosa (na
circulagdo sanguinea do coelho atraves da veia marginal da orelha); intramuscular
(normalmente no musculo da coxa); intradérmica ou subcutanea (no tecido conectivo da

pele do dorso) ou directamente num nodulo linfatico (Gibbs e Harrison, 1976).

Segundo Ball (1974), injeccdes intravenosas na veia marginal da orelha de um
coelho dao normalmente origem a um soro mais diluido do que a mesma quantidade de

antigénio (diluida em adjuvante de Freund) injectada no musculo da coxa.

Os anticorpos atingem normalmente a sua méaxima concentracdo 2 semanas apos
uma injeccdo intravenosa, e cerca de 4 a 8 semanas ap6s uma injec¢do intramuscular ou
subcutanea (Gibbs e Harrison, 1976). Efectuam-se geralmente combinacdes de
injeccOes intravenosas e intramusculares em coelhos ao longo de um periodo de varias

semanas ou meses (Torrance, 1992)

b) Numero de injec¢Oes e quantidade de imunogénio injectado - S&o produzidos mais
anticorpos para determinada quantidade de imunogénio quando este é dividido e
injectado em pequenas quantidades durante determinado periodo de tempo do que
quando é todo administrado numa so injeccao (Gibbs e Harrison, 1976). Por outro lado,
a quantidade injectada deve ser tdo pequena quanto possivel, de forma a minimizar
tanto reaccdes indesejadas com contaminantes ou componentes menores como a

inducdo a toleréncia (Ball, 1974; Torrance, 1992).

A concentra¢do de um antissoro ndo é directamente proporcional a quantidade
de imunogénio introduzida; a resposta € do tipo acréscimo decrescente. Embora
guantidades de pelo menos 1 mg de antigénio sejam normalmente injectadas de cada
vez, existem provas de que quantidades de 50-100 ug podem ser suficientes para
induzir uma resposta imunoldgica satisfatoria. De facto, a maioria dos investigadores
usa, desnecessariamente, doses de antigénio demasiado elevadas na imunizagdo e, no
caso de antigénios de dificil obtencdo, um estudo cuidado da dose minima necessaria

revela-se de grande importancia (Van Regenmortel, 1982).

c) Outras substancias injectadas com o imunogénio - Nem todas as macromoléculas sao
igualmente antigénicas e é por vezes dificil uma producéo significativa de anticorpos
apenas com a injeccdo de antigénio puro (Clausen, 1988). No caso de injeccdes

intramusculares ou subcutaneas, a preparacdo de antigénio € normalmente misturada,
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antes de injectada, com adjuvantes que aumentam a sua imunogenicidade. O mais usado
é o0 adjuvante de Freund. A sua forma incompleta consiste numa parafina mineral
(85%) e num agente emulsificante (15% oleato de manitol); a forma completa contém,

ainda, 0,05% (p/v) de Mycobacterium butyricum morta e liofilizada.

O objectivo do adjuvante é actuar como “reservatdrio™ de antigénio no tecido
muscular, permitindo uma libertacdo lenta e estimulando, portanto, a producdo de mais
anticorpos do que se a mesma quantidade de antigénio fosse introduzida no animal
como solugdo aquosa. (Ball et al., 1990). Uma injec¢do intramuscular de imunogénio
emulsificado com adjuvante de Freund da origem a um antissoro mais concentrado, uma
vez que o adjuvante provoca uma reaccao inflamatoria que influencia positivamente a
formacéo de anticorpos (Bercks et al., 1972) e, principalmente quando é usada a sua
forma completa, a concentracdo de anticorpos no animal decresce mais lentamente (a
forma completa do adjuvante é normalmente mais eficaz na inducdo da resposta
imunoldgica) (Gibbs e Harrison, 1976). Quando se segue um processo de imunizagao
baseado em injeccBes intramusculares, na primeira injeccdo usa-se normalmente
adjuvante completo e as seguintes sdao administradas com a sua forma incompleta.
Diminui-se, desta forma, a possibilidade de desenvolvimento de abcessos no local de
injeccdo. (Ball et al., 1990).

E importante a obtencio de uma emulsdo antigénio-adjuvante completa e estavel
e existem dois meios de a obter: esguichando-a repetidamente com uma seringa
hipodérmica ou usando um vibrador ultrasénico. De ambas as formas, o produto deve

ser uma emulsdo espessa e cremosa (Ball et al., 1990).

d) Intervalo entre injec¢des; calendarios de imunizacédo - Conclui-se, do que foi dito
anteriormente, que a forma mais eficiente de produzir antissoro policlonal de alta
concentracdo usando coelhos é injectando quantidades moderadas de imunogénio (até 1
mg) a intervalos de tempo relativamente longos, usando um adjuvante (Gibbs e
Harrison, 1976).

Segundo Bercks et al. (1972), duas injec¢des intramusculares (IM) dadas com
uma semana de intervalo podem iniciar um processo de imuniza¢do a longo prazo

comparavel ao induzido por um maior namero de injecc¢des intravenosas (I1V). O soro
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obtido apos injeccdes IM com quantidades suficientes de antigénio estavel permanece

inalterado no animal por longos periodos.

Ball et al. (1990) consideram que calendarios de imunizacdo longos, requerendo
mais antigenio, resultam normalmente em maior variabilidade e quantidade de
anticorpos do que calendarios mais curtos, mas podem produzir anticorpos de menor
especificidade. O calendario de imunizagdo proposto por estes autores envolve duas
injeccdes IM e uma IV de 1-2 mg de antigénio cada, administradas a intervalos

semanais.

Um calendario de imunizacdo citado por Gibbs e Harrison (1976) consiste em
administrar, de inicio, uma injeccao intravenosa, seguida, depois de 4 semanas, de uma
injeccdo intramuscular em cada uma das coxas traseiras do coelho e, depois de 2

semanas, mais uma injecgdo intramuscular.

Um calendério tdo simples como 3 injec¢des IM a intervalos semanais foi levado

a cabo por Carvalho e Pereira (1996, 1997) com sucesso.

2.2.3 - Colheita de Sangue

A determinacdo do nivel de anticorpos é feita periodicamente, através da
colheita de amostras de sangue do animal imunizado. Uma vez atingida a concentracdo
de anticorpos desejada, sangra-se o animal (Wistreich e Lechtman, 1988). Quando se
segue uma via de imunizacdo intravenosa, 0 maximo é normalmente atingido uma
semana apos a Ultima injeccdo, enquanto que com imunizagOes intramusculares séo

necessarias 3 a 4 semanas (Bercks et al., 1972).

Segundo Van Regenmortel (1982), podem ser tirados a um coelho até 50 ml de
sangue a intervalos de duas semanas ao longo de um periodo de um ano sem que isso

interfira com a saude de um animal com cerca de um ano de idade e um peso de 4 Kg.

Gibbs e Harrison (1976) adiantam que cerca de 20 ml de sangue podem ser
colhidos de um coelho adulto durante trés dias consecutivos. Quinze dias depois, 0
animal pode ser novamente injectado com antigénio (para aumentar a producdo de

anticorpos) e, alguns dias depois, sangrado. Contudo, ha que ter em consideragdo que
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cada injeccdo de antigénio administrada ao animal conduz a uma perda de
especificidade do antissoro pelo que, quando se necessita um soro muito especifico, é

aconselhavel matar o coelho e recolher todo o seu sangue.

Em coelhos, o sangue pode ser obtido por varias vias: cardiaca, arterial e venal
(Ball et al., 1990). Por punctura cardiaca, é possivel recolher 10 a 20 ml de sangue em
apenas 15 a 30 segundos, a intervalos semanais. Com o animal preso de costas, uma
agulha é inserida no lado esquerdo do esterno, direccionando-a para o centro do peito e,
uma vez ultrapassado o diafragma, aplica-se uma pequena suc¢do a medida que a
agulha se move lentamente. Apos colhida a quantidade de sangue necessaria, a agulha é
rapidamente retirada. Este procedimento ndo provoca, normalmente, nenhum dano a
salde do animal (Ball et al., 1990), mas envolve a necessidade de recorrer a anestesia
(Gibbs e Harrison, 1976; Ball et al., 1990).

Menores riscos para a salde do animal estdo envolvidos quando se procede a
uma sangria venal ou arterial. No primeiro caso, € usada a veia marginal da orelha,
enguanto no segundo se procede a sangria a partir da artéria central (Ball et al., 1990).

O principio seguido é semelhante em ambos 0s casos.

Pequenas amostras de 20 ml de sangue podem ser colhidas a partir da orelha do
coelho, usando uma seringa hipodérmica ou fazendo um pequeno corte, com uma
lamina de barbear, no vaso a usar (Gibbs e Harrison, 1976). Para tal, promove-se a sua
irritacdo com algoddo embebido em xilol (de forma a provocar a dilatacdo do vaso) e

procede-se de seguida a sua punctura ou corte (Ball, 1974; Ball et al., 1990).

Para aumentar a sangria, a orelha pode ser massajada com o polegar e o
indicador, de forma a promover a circulacdo do sangue na ponta da orelha. Este

procedimento torna-se importante em coelhos que sangram pouco (Ball et al., 1990).

Também no caso das galinhas se pode seguir um protocolo de colheita de sangue
via punctura cardiaca ou venal. No entanto, consegue isolar-se mais facilmente
imunoglobulinas a partir da gema dos ovos de galinhas imunizadas, ovos esses que Sao
recolhidos diariamente (Pereira, 1986; Ball et al., 1990).
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2.2.4 - Obtencgéo e armazenamento de antissoro

As amostras de sangue oriundas de animais imunizados ficam a coagular durante
cerca de 1-2 horas a temperatura ambiente e sdo depois colocadas no frigorifico (4 °C),
onde permanecem durante a noite (Bercks et al., 1972; Ball, 1974; Gibbs e Harrison,
1976; Van Regenmortel, 1982; Clausen, 1988; Ball et al., 1990). O coagulo deve ser
separado das paredes do copo ou tubo com uma vareta, de modo a evitar a perda de soro
ainda nele existente (Clausen, 1988; Ball et al., 1990). Embora ndo seja um
procedimento "standard”, aquecer o sangue, ap0s coagulacdo, a 37 °C durante 30
minutos ajuda a encolher o codgulo, aumentando o seu rendimento em soro (Ball et al.,
1990).

Apbs refrigeracdo durante a noite, o soro é decantado e centrifugado a baixa
velocidade durante 10 min., para remocdo das células sanguineas, fibras, etc (Bercks et
al., 1972; Gibbs e Harrison, 1976; Ball et al., 1990). O soro obtido deve ser translucido
e de cor amarelo-palha. Soros provenientes de coelhos que tenham sido alimentados
recentemente apresentam-se normalmente turvos, pelo que os animais devem entrar em
jejum 12 horas antes da colheita de sangue. Como alternativa a este procedimento,
podem ser misturados no soro tetraclorometano ou cloroférmio para melhorar a

clarificacdo (Gibbs e Harrison, 1976).

Quando armazenados correctamente, 0s antissoros permanecem activos durante
varios anos (Gibbs e Harrison, 1976). Podem ser armazenados a 4 °C com aditivos
antissépticos. Para este efeito, o glicerol, azida de sddio e metiolato sdo os antissépticos
mais mencionados na bibliografia, mas existem outras alternativas como o
tetraclorofenol de carbono ou o cloroférmio (Bercks et al., 1972; Gibbs e Harrison,
1976; Van Regenmortel, 1982; Clausen, 1988; Ball et al., 1990). Contudo, Clausen
(1988) chama a atencdo para a possibilidade de efeitos adversos como toxicidade ou
inibicdo de actividade enziméatica quando se usa antissépticos em reagentes

imunoquimicos.

Por sua vez, Gibbs e Harrison (1976) consideram arriscado o uso de metiolato,
uma vez que pode causar resultados anémalos em testes de difusdo em agar. Van
Regenmortel (1982) partilha também desta opinido, sugerindo o uso de azida de sodio,

em deterimento do uso de metiolato, na prevencao de contaminagdo microbiana.
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Van Regenmortel (1982) considera que a forma mais simples e eficaz de
armazenamento dos antissoros é a sua congelacdo a -20 °C em pequenas ampélas ou
liofilizac&o (i.e, secagem em vacuo enquanto congelados e armazenamento também em

vacuo).

Estudos efectuados por Waterworth et al. (1973, cit. por Van Regenmortel,
1982) acerca dos efeitos das diferentes condi¢des de armazenamento na actividade dos
antissoros demonstraram que a sua qualidade diminui ap6s armazenamento a 37°C, mas
mantém-se inalteravel apds armazenamento a -70 °C, -20 °C, 4 °C e 26 °C. A
liofilizacdo provou ser mais eficiente do que a adicdo de glicerol ou azida de sddio

como meio de preservacdo do antissoro a 37 °C.

Estes autores consideram também que congelamentos e descongelamentos
repetidos ndo tém, aparentemente, qualquer efeito negativo. Ball et al. (1990) tém, em
relacdo a este aspecto, opinido oposta, considerando que a repeticdo destas operacoes

deve ser evitada, caso ao antissoro ndo tenha sido adicionado glicerol.

2.2.5 - Purificagédo de 1gG

O uso de antissoros "inteiros" (i.e. sem a purificacdo da IgG) é adequado para
alguns testes de rotina. No entanto, para a maioria dos testes serolégicos o uso de 1gG
purificada melhora os seus procedimentos. Também o uso de reagentes marcados
(enzimas, isotopos ou fluorescentes) em alguns métodos requer soro fraccionado (Ball,
1974).

Os protocolos de purificacdo de 1gG envolvem a precipitagdo da IgG por sulfato
de amonia e encontram-se extensamente descritos por varios autores (Van Regenmortel,
1982; Pereira, 1986; Clausen, 1988; Ball et al., 1990; Carvalho, 1998).
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2.3 - Técnicas imunoldgicas de identificacéo

2.3.1 - Testes serologicos

Os fitopatologistas tém feito um uso cada vez maior dos métodos seroldgicos na
deteccdo e caracterizacdo de virus. Estes metodos baseiam-se em reaccBes antigénio-
anticorpo e é na elevada especificidade destas reaccdes que reside a sua mais valia
(Ball, 1974).

Diferindo apenas na sua conveniéncia e sensibilidade (Gibbs e Harrison, 1976),
a escolha do teste serolégico mais adequado depende da experiéncia e do objectivo do
operador, uma vez que cada técnica contribui, a sua maneira, para um melhor

conhecimento do patogénio em estudo (Ball, 1974).

De entre o0s testes seroldgicos existentes, os ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) sdo, actualmente, os mais divulgados.

Estes testes foram originalmente aplicados a deteccdo de virus por Avrameas,
em 1969 (cit por Converse e Martin, 1990), que demonstrou que, ligando
covalentemente uma molécula de imunoglobulina a uma enzima, se podia reter a
imunoespecificidade da primeira e as propriedades cataliticas da segunda. A aplicacao
destes reagentes ligados a uma fase solida permitia a amplificacdo da sensibilidade de
deteccdo das reaccOes antigénio-anticorpo, conduzindo a deteccéo seroldgica a limites
gue antes apenas eram atingidos por testes radioimunolédgicos (Converse e Martin,
1990).

Este principio teve, inicialmente, aplicacbes medicas (Voller et al., 1976). No
entanto, desde a sua introducdo na fitopatologia por Clark e Adams (1977), os testes
ELISA tém sido cada vez mais usados na deteccdo e estimacdo quantitativa de um
grande nimero de antigénios, tornando-se o ponto crucial dos esquemas de certificacéo
de plantas (Fox, 1993).

Quando devidamente usados, e com uma amostragem adequada ao antigénio em
causa, estes testes denotam uma elevada sensibilidade, fiabilidade e rapidez de detec¢éo

e sdo especialmente eficazes quando um grande niumero de amostras tem que ser testado

19



(Matthews, 1981). Séo testes simples que podem ser desenvolvidos correctamente pela

maioria das pessoas apds um breve treino e alguma pratica.

2.3.1.1 - Principios gerais

Embora ndo seja necessario um treino intensivo, a realizacdo destes testes exige

0 conhecimento de alguns conceitos basicos no campo da serologia.

Um pré-requisito para se poder proceder a um ELISA é ter uma fonte de
anticorpos especificos para o patogénio a detectar. Isto significa que o antigénio
especifico (0 patogénio ou parte dele) deve ser devidamente identificado e purificado,
de forma a produzir os anticorpos necessarios (Garnsey e Cambra, 1993). Actualmente
existem varios anticorpos especificos de um grande leque de fitopatogénios
comercializados por varias firmas (ex: AGRITEST, Bari, Italia; SANOFI Diagnostics
Pasteur, INRA, France; LOEWE Phytodiagnostics, Germany; BIOREBA AG,
Switzerland; ADGEN, United Kingdom).

Também fundamental é o conceito de que varias enzimas podem ser acopladas
aos anticorpos para formar um conjugado com actividade ndo sO serolégica como
também enzimatica, com o objectivo de amplificar o sinal da reacgdo seroldgica a niveis

detectaveis.

Por outro lado, e uma vez que as enzimas sdo altamente activas e podem ser
detectadas a baixas concentracdes, sdo eficazmente usadas como marcadores
(Converse e Martin, 1990; Garnsey e Cambra, 1993). Com marcadores enzimaticos
obtém-se uma sensibilidade semelhante a dos marcadores radioactivos, apresentando até
algumas vantagens em relacdo a estes: sdo estaveis, baratos e seguros, podendo ser
usados com sucesso sem necessidade de recorrer a equipamento caro e sofisticado
(Garnsey e Cambra, 1993).

Duas enzimas sdo normalmente usadas na conjugacdo com anticorpos: a
fosfatase alcalina (AP) e a peroxidase de rdbano (horseradish peroxidase - HRP)
(Converse e Martin, 1990; Fox, 1993). A primeira é relativamente estavel e,
normalmente, ndo reage com o extracto da planta. Embora seja relativamente cara,

apresenta uma reactividade bastante elevada perante o p-nitrofenil-fosfato (substrato),
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com o qual origina uma coloracdo amarela. Para ser totalmente eficaz na desfosforilacéo
do substrato, esta enzima requer um meio com pH alcalino, no valor éptimo de 9,8
(Converse e Martin, 1990).

A HRP é uma alternativa mais barata a enzima anterior, sendo contudo
considerada menos fiavel, uma vez que, embora ndo reaja com o extracto de planta, este
pode conter polifenol-oxidases ou peroxidases que podem hidrolisar o substrato e
conduzir, assim, a resultados falsos positivos. Esta enzima apresenta também uma
elevada reactividade com o substrato (originando cor azul) e funciona a valores de pH

préximos do neutro (Converse e Martin, 1990).

Segundo Garnsey e Cambra (1993), os conjugados mantém-se inalteraveis
durante longos periodos desde que armazenados a 4 °C e, no caso de ser necessaria a

sua congelagéo (-20 °C), estes autores recomendam a adicdo de 50% de glicerol.

Os substratos mais usados com a HRP sdo tetrametil-benzidina-dihirdocloreto
(TMB) e o-fenilenodiamina (OPD). Ambos requerem, no entanto, a adi¢do de perdxido

de hidrogénio.

Com a AP, p-nitrofenil-fosfato € o substrato preferencialmente usado. Esta
substancia deve ser armazenada a -20 °C e preparada com o tampé&o apropriado antes de
cada utilizacdo. O contacto do substrato com superficies ricas em AP (bancadas,
material, pele humana) deve ser evitado, para que ndo haja perigo de aparecimento de

resultados falsos positivos.

O desenvolvimento da reacdo deve ocorrer a temperatura ambiente, comecando
a cor a surgir alguns minutos ap6s o contacto do substrato com a enzima (Converse e
Martin, 1990).

Anticorpos marcados com enzimas podem, portanto, ser detectados quando
expostos a um substrato enzimaticamente alteravel (Converse e Martin, 1990; Garnsey e
Cambra, 1993). Enguanto muitos testes seroldgicos dependem da avaliacdo de um
precipitado antigénio-anticorpo, nos testes ELISA ocorre uma alteracdo de cor, que
pode ser lida electronicamente com um espectofotometro ou, mais grosseiramente,
avaliada a olho nu (Fox, 1993), dependendo do tipo de teste. A taxa de alteracdo de cor
registada é usada para medir a quantidade de anticorpos presente e consequentemente a

quantidade de antigénios na amostra.

21



Um outro conceito fundamental para ELISA é o de proteinas como os anticorpos
e 0s capsideos dos virus terem uma forte capacidade de adsorcdo a certos plasticos,
como o poliestireno, ou certas formas de nitrato de celulose. Estes materiais séo
chamados de fase sélida e funcionam como materiais de suporte dos testes ELISA
(Garnsey e Cambra, 1993).

As fases sélidas mais usadas em ELISA sdo as placas rectangulares de
poliestireno com 96 alvéolos e as membranas de nitrocelulose. Placas de polivinil sdo
também usadas, mas tendem a apresentar reac¢Ges ndo especificas de "background"

superiores as apresentadas por placas de poliestireno.

Vérios devem ser os cuidados a ter com as placas para que ndo haja problemas
de variacdes nos resultados obtidos. A sua uniformidade, assim como da temperatura de
incubacéo, reveste-se de grande importancia, ndo devendo o coeficiente de variacdo
entre alvéolos ser superior a 5%. A lavagem das placas entre cada fase deve ser
totalmente eficaz, de forma a remover completamente todas as macromoléculas que ndo

estdo ligadas especificamente a placa (Converse e Martin, 1990).

A adsorcao indesejada de anticorpos ou antigénios a fase sélida pode ser evitada
usando detergentes ndo ionicos (dos quais o Tween 20 é o mais usado) nas solucdes a
incubar ou adicionando um excesso de uma proteina ndo especifica (por exemplo, leite
magro, BSA, ovalbumina) para bloquear todos os locais ndo ocupados pelo componente

desejado (Garnsey e Cambra, 1993).

2.3.1.2 - Técnicas de amplificaclo dos testes ELISA

Reaccgdes serologicas ndo especificas ocorrem frequentemente quando se usa
concentracOes elevadas de anticorpos na detecgdo de antigenios. Estas reacgdes podem
ser diminuidas aumentando a diluicdo da solucdo de anticorpos, mas neste caso €
necessario amplificar o sinal das reac¢des até niveis detectaveis (Durand, 1990).

Muitas interac¢cdes moleculares sdo frequentemente usadas em conjugagdo com
ELISA, com o sentido de amplificar reaccGes e aumentar a sensibilidade (Garnsey e
Cambra, 1993).
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Para além do uso de enzimas, que tém uma funcdo ndo sé de marcacdo da
reaccdo serologica como amplificativa das reaccdes (como ja foi referido), uma das
técnicas mais divulgadas na amplificacdo de reacgdes baseia-se no uso de anticorpos
secundarios, com o objectivo de aumentar a sensibilidade por amplificacdo do efeito de

camadas sucessivas de diferentes anticorpos.

Outro método de amplificacdo de reacgdes € 0 uso de proteina A. Esta proteina
é um componente da parede celular da bactéria Staphylococcus aureus e possui a
caracteristica de se ligar a imunoglobulina de vérias espécies de mamiferos, para além
de poder também ser conjugada com enzimas e usada nos testes para detectar
imunoglobulinas (Garnsey e Cambra, 1993). Uma vez que se liga forte e
especificamente a porcdo Fc da imunoglobulina (Converse e Martin, 1990), é
frequentemente usada na purificacdo de anticorpos por afinidade cromatografica.
(Garnsey e Cambra, 1993) ou nos testes ELISA no revestimento da fase sélida antes da

colocacéo dos anticorpos especificos.

O sistema biotina/avidina é também usado. A biotina, uma pequena vitamina,
tem grande afinidade para com a avidina, uma glicoproteina de elevada massa
molecular (Converse e Martin, 1990; Garnsey e Cambra, 1993). Cada molécula de
avidina contém 4 locais de ligacdo para a biotina e, por outro lado, anticorpos e enzimas
podem ser conjugados com varias moléculas de biotina. Esta interaccdo multiplicativa
tem sido explorada de forma a amplificar o numero de moléculas de enzima associada a
cada anticorpo, por sua vez ligado a um antigénio, aumentando a sensibilidade do teste
(Pereira, 1986).

2.3.1.3 - Testes ELISA

Embora numerosas variantes de testes ELISA tenham sido experimentadas e
publicadas por diversos autores (Clark e Adams, 1977; Field et al., 1980; Zanzinger e
Tavantzis, 1982a,b; Converse e Martin, 1990; Aramburu et al., 1991; Fox, 1993;
Garnsey e Cambra, 1993), existem duas técnicas base em que se apoiam todas as outras
(Converse e Martin, 1990):
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- Técnicas directas - O marcador enzimatico encontra-se directamente ligado ao
anticorpo usado para detectar o antigénio em questdo, dos quais 0s mais comuns Sao 0
DAS-ELISA (double antibody sandwish) e o dot-ELISA ou DIBA.

- Técnicas indirectas - Neste caso, a enzima é acoplada ndo ao anticorpo usado
na deteccdo do antigénio, mas a um segundo anticorpo, especifico para o primeiro.
Destas técnicas, sobressaem o ID-ELISA (ELISA indirecto) e o ID-DIBA.

Este trabalho vai debrucar-se apenas sobre as linhas gerais das técnicas mais

importantes e mais usadas na detecgéo seroldgica de virus.

2.3.1.3.1 - DAS-ELISA

Esta ¢ a forma mais simples dos testes ELISA usados na deteccdo de
fitopatogénios, desde a sua descri¢do por Clark e Adams (1977). Trata-se de um teste

directo, que tem como fase solida placas de poliestireno com 96 alvéolos.

A placa é inicialmente revestida com anticorpos especificos para o antigénio a
detectar, sendo posteriormente adicionada a amostra a testar. Os antigénios especificos
para os anticorpos ligam-se a eles e todas as moléculas ndo especificas sdo removidas
por lavagem. Ao antigénio assim ligado, é adicionada uma solucdo de anticorpos
conjugados com enzima, sendo esta associacdo detectada pela adicdo de um substrato
(Converse e Martin, 1990; Garnsey e Cambra, 1993).

A descricdo pormenorizada desta técnica, assim como dos reagentes usados, é
apresentada por Clark e Adams (1977) e Converse e Martin (1990).

2.3.1.3.2 - ELISA-indirecto

Este teste coincide em quase todas as fases com o DAS-ELISA. No entanto,
nesta técnica, apos a colocagdo do antigénio segue-se a adi¢cdo do anticorpo especifico
para o antigénio e sé posteriormente é adicionada a enzima conjugada a um anticorpo
especifico para aquele anticorpo intermédio (anticorpos de uma espécie sdo antigénicos
quando injectados num animal de outra espécie). Por exemplo, as imunoglobulinas do
coelho podem ser injectadas num outro animal, como a cabra, para criar anticorpos

cabra anti-coelho (GAR - goat anti-rabbit). Estes anticorpos sdo Uteis na deteccdo de
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anticorpos de coelhos, que por sua vez sdo preparados para detectar o antigénio
(Converse e Martin, 1990; Garnsey e Cambras, 1993).

Esta técnica, embora envolva uma fase adicional, € mais sensivel, e permite
também o uso de conjugados anticorpo-enzima comercialmente preparados, evitando-se
desta forma a necessidade de preparagdo de um conjugado especifico para cada

antigénio (Garnsey e Cambra, 1993).

2.3.1.3.3 - Dot-immunobinding assay (DIBA) ou dot-ELISA

Durante muitos anos, os testes ELISA em placas alveoladas foram o método de
escolha na deteccdo de virus, pelas suas inUmeras caracteristicas. No entanto, as
reaccOes usadas em placas alveoladas podem ser transpostas para membranas com

algumas vantagens (Fox, 1993).

Trabalhos realizados por Powell (1987a) demonstraram a elevada fiabilidade das
técnicas DIBA, assim como a sua maior rapidez e acessibilidade em relacdo ao preco
relativo dos materiais. Hsu (1996), por sua vez, demonstrou, em testes realizados com
TSWV (tomato spotted wilt virus), uma sensibilidade destes testes oito vezes superior a

dos ELISA em placa.

Uma grande desvantagem em relacdo aos testes em placas alveoladas deve-se ao
facto de os resultados serem mais dificilmente quantificados, razdo pela qual os DIBA
sdo usados particularmente no diagnostico de rotina para deteccdo de positivos vs

negativos (Powell, 1987a).

Relativamente ao suporte fisico destes testes, e embora a bibliografia se refira
com maior frequéncia ao uso de membranas de nitrocelulose, Hammond e Jordan
(1990) defendem que membranas de nylon, também usadas com a mesma finalidade,
apresentam maior capacidade de ligacdo as proteinas, assim como maior resisténcia ao

manuseamento.

Estas técnicas, também designadas por “dot-blot immunoassay” ou dot-ELISA,
seguem o0 mesmo principio dos testes em placas de poliestireno. No entanto, a enzima

(normalmente a AP), ao reagir com o substrato soltvel, forma um produto colorido
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insoltvel que precipita no local da reaccdo, indicando assim quais das amostras contém

0 antigénio em causa (Hammond e Jordan,1990).

Os protocolos para estas técnicas encontram-se descritos por Powell (1987a),
Serwood et al. (1987) e Hu et al.(1991).

2.3.1.4 - Qutras técnicas seroldgicas
2.3.1.4.1 - "Tissue-print immunoassay""

A deteccdo imunoldgica de virus requer, normalmente, a extracgdo dos
antigénios virais dos tecidos das plantas a testar, 0 que pode, por vezes, tornar-se

moroso e incomodo.

De forma a contornar este contra-tempo, Lin et al. (1990) descrevem um método
de indexagem rapido e pratico, denominado "tissue-print immunoassay" em membrana
de celulose e que consiste na obtencdo de amostras (tissue-blots) por pressao directa da
superficie dos tecidos a testar (cortados de fresco) contra uma membrana de celulose,

procedendo-se de seguida a testes imunoldgicos do tipo ELISA.

O “tissue-print immunoassay” conserva as caracteristicas de especificidade,
sensibilidade, fiabilidade e rapidez dos testes ELISA e DIBA, sem que seja necessario
recorrer & preparagdo prévia do material a testar. Por outro lado, torna possivel a
visualizacdo , ainda que de uma forma indirecta, da distribuicdo dos antigenios virais

nos tecidos vegetais (Hsu, 1996).
Em Portugal, esta técnica tem sido usada com sucesso na detecgdo de TSWV e

INSV em plantas horticolas e ornamentais ((Louro, 1996).

2.3.1.4.2 - Western blotting

Esta técnica envolve a transferéncia, por electroforese ou capilaridade passiva,
de proteinas ou glicoproteinas de geis de poliacrilamida para uma membrana de
nitrocelulose, sendo depois feita uma prova imunologica por reac¢do com anticorpos e

um sistema de detecgéo.
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A principal vantagem do Western-blotting em relacdo ao DIBA é que a
reactividade dos anticorpos pode ser correlacionada com proteinas de determinada
massa molecular, mesmo quando presentes em misturas complexas, uma vez que

aguelas migram para locais diferentes do gel, dependendo do seu tamanho e forma.

O gel contendo as proteinas electroforeticamente separadas € posto em contacto
com uma membrana e, por corrente eléctrica ou simples capilaridade, as proteinas séo
transferidas de um meio para o outro. Estas sdo postas a incubar com antissoro
especifico e a sua reac¢cdo com os anticorpos € depois visualizada e comparada com um
gel-padrédo (Hammond, 1990; Fox, 1993; Hsu, 1996; Carvalho, 1998).

2.3.1.4.3 - Imunoprecipitacao

Quando quantidades adequadas de antigénio e anticorpos capazes de se
reconhecer mutuamente entram em contacto, desenvolve-se um complexo que resulta
do estabelecimento de ligagOes entre os respectivos locais de ligacdo, complexo esse

que se torna insolavel e precipita (Martelli, 1993a).

Existem varios tipos de testes em que a formacdo deste complexo se observa

através da sua precipitacéo:

- Precipitacdo em tubo - neste teste, antigénio e antissoro diluidos em meio
neutro sdo misturados num tubo de vidro, observando-se a formacgdo gradual de um
precipitado. As quantidades mais adequadas de ambos séo testadas através de diferentes

diluices.

- Microprecipitacdo - esta técnica é semelhante a precipitagdo em tubo, mas
mais econdémica. Envolve menores quantidades de antissoro (algumas gotas) e apresenta
maior sensibilidade, uma vez que pequenos fléculos ndo visiveis a olho na podem ser
observados ao microscopio (Gibbs e Harrison, 1976; Ball, 1990c; Martelli, 1993a).

- Imunodifusdo em gel - estes testes apenas podem ser usados com antigénios
que se difundem através de geis de agar. Pode usar-se duas técnicas: difusdo simples,
em que o antigénio se difunde no meio contendo anticorpos uniformemente distribuidos
pelo agar (Ball, 1990a; Slack e Ball, 1990); ou difusdo dupla, na qual antigénios e

anticorpos sao colocados em "alvéolos" separados (cortados no agar) e, a medida que se
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difundem, forma-se uma banda de precipitacdo na zona onde se encontram em
proporgdes optimas (Gibbs e Harrison, 1976; Ball, 1990a,b). Esta técnica apresenta a
vantagem de revelar a presenca de diferentes antigénios em determinada amostra, uma
vez que diferentes antigénios apresentam diferentes "zonas de encontro™ com 0s
anticorpos (Martelli, 1993a).

Esta técnica encontra-se desenvolvida por Purcifull e Batchelor (1977) e Ball
(1990a).

2.3.1.4.4 - Imunomicroscopia electrénica (IME)

O principio geral da IME ¢ a captura do virus numa grelha pré-revestida com um
antissoro especifico e visualizacdo directa das interac¢Bes antigénio-anticorpo por
microscopia electronica. Hu et al. (1991) adiantam ainda que a "decoragdo™, que
consiste num segundo tratamento das particulas fixadas com antissoro antes da
coloragcdo, pode fornecer resultados conclusivos nas amostras duvidosas do teste
ELISA.

Esta técnica encontra-se descrita em numerosos trabalhos (Van Regenmortel,
1982; Hu et al., 1991; Martelli, 1993b; Louro, 1996).

Existe o consenso de que a IME é uma técnica altamente fiavel (ndo existem
falsos positivos), tdo sensivel como o ELISA, rapido (os resultados podem ser obtidos

em apenas uma a duas horas) e operacionalmente simples.

No entanto, a IME requer a utilizacdo de um microscépio electronico (que
apenas existe numa pequena percentagem de laboratérios) e pessoal especializado,
podendo ultrapassar-se estes problemas preparando as amostras a testar e enviando-as
para observacdo em laboratdrios devidamente equipados (Martelli, 1993b). Por outro
lado, esta técnica ndo se adapta a testes de rotina de larga escala, pelo facto de se
processar um reduzido numero de amostras em comparagdo com o ELISA (Hu et al.,
1991).
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2.3.1.4.5 - Testes radioimunologicos (RIA)

Os RIA tém recebido relativamente pouca atencédo na detecc¢éo e identificacdo de
virus fitopatogénicos. Apresentam algumas vantagens sobre os testes ELISA, como uma
menor variabilidade nos resultados e um maior potencial em ensaios quantitativos em
que se pretende detectar diferentes estirpes de virus. No entanto, e embora tenham sido
considerados ligeiramente mais sensiveis do que os testes DAS-ELISA, o recente
desenvolvimento de numerosos sistemas de amplificagdo das técnicas ELISA (que
tornou questionavel aquela vantagem), assim como o perigo inerente ao uso de
marcadores radioactivos, tem conduzido ao gradual abandono deste tipo de testes (Hill,
1990).

2.3.2 - Técnicas de analise e deteccdo de ds-RNA

A maioria dos virus fitopatogénicos contém, no seu genoma, acidos
ribonucleicos monocatenarios (ss-RNA) e apenas uma pequena percentagem tem RNA

bicatenario (ds-RNA) na sua constituicdo (Jones, 1992).

O ss-RNA tem, no entanto, capacidade de replicacdo no interior de células
vegetais infectadas por virus, dando origem a uma forma replicativa de ds-RNA
(Valverde et al., 1990; Matthews, 1991).

Considerando que plantas saudaveis nao contém quantidades detectaveis de ds-
RNA, a sua presenca em extractos de plantas € uma forte indicacdo de infeccéo viral
(Dodds et al., 1984; Boscia, 1993). Assim, o ds-RNA detectado pode ter origem num
genoma viral com ds-RNA ou, mais frequentemente, numa forma replicativa de ss-
RNA, pelo que, segundo Morris e Dodds (1979), a sua analise se torna um método
fiavel e seguro de indexagem de material vegetal, uma vez que qualquer tipo de RNA
viral pode ser detectado. Teoricamente, SO um virus cujo genoma seja constituido por
DNA (que representa menos de 10% dos virus fitopatogénicos conhecidos) estaria fora

das possibilidades desta técnica (Nolasco e Sequeira, 1992).

A analise de ds-RNA em plantas infectadas € normalmente efectuada através de
extraccdo dos &cidos nucleicos com perclorato de sodio ou fenol-cloroférmio,

purificacdo do ds-RNA por coluna cromatografica de celulose e sua analise por
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electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (Dodds et al., 1984; Valverde et al.,
1990; Nolasco e Sequeira, 1992; Carvalho, 1998).

Uma vez que este método de deteccdo requer procedimentos bastante laboriosos,
as técnicas serologicas para deteccdo de ds-RNA apresentam-se como uma boa
alternativa na indexagem de material, quando ndo é prioritario conhecer a identidade do
patogénio (Aramburu e Moreno, 1994). Segundo Field et al. (1980), a necessidade de
métodos simples, altamente sensiveis e especificos, tanto na quantificacdo de anticorpos
para ds-RNA como na deteccdo de pequenas quantidades deste acido ribonucleico, pode

ser satisfeita por testes ELISA.

A semelhanca do que foi anteriormente descrito, as técnicas seroldgicas para
deteccdo de ds-RNA baseiam-se na producdo de antissoros mono ou policlonais para
polinucledtidos  sintéticos bicatendrios [por exemplo, poli(A):poli(U) (&cido
poliadenilico:poliuracilico) ou poli(l):poli(C) (acido poliinosinico:policitidilico)] e seu
uso na deteccdo de ds-RNA de origem viral em plantas e tém sido aplicados por varios
autores (Moffit e Lister, 1973; Miller, 1979; Field et al., 1980; Gould e Francki, 1981,
Zanzinger e Tavantzis, 1982a,b; Garcia-Luque et al., 1986; Powell, 1987b; Aramburu et
al., 1991; Aramburu e Moreno, 1994; Carvalho e Pereira, 1997; Carvalho, 1998).

Miller (1979) constatou, em trabalhos efectuados com particulas de RNA de
poliovirus que, tanto ss-RNA como ds-RNA reagiam com anticorpos contra ds-RNA,

embora a avidez dos anticorpos fosse maior para o segundo do que para o primeiro.

No entanto, estudos efectuados mais tarde por Gould e Francki (1981)
comprovaram a sensibilidade limitada destes testes na deteccdo de formas replicativas
de ds-RNA (com origem em ss-RNA), mesmo quando eram usados acidos nucleicos
purificados ou semi-purificados. Estes autores ndo encontraram, em varias plantas de
diferentes familias infectadas com TRSV (tobacco ringspot virus) e TMV (tobacco
mosaic virus), quantidades de ds-RNA suficientes para as distinguir de plantas sas, pelo
que concluiram que ndo é fiavel o uso de anticorpos para poli(l):poli(C) como reagente
de largo espectro de ac¢éo na deteccdo de baixas concentracGes de ds-RNA associadas a
infeccBes provocadas por virus cujo genoma contém ss-RNA. Mas estes trabalhos
foram desenvolvidos com testes de imunodifusdo, dupla ou simples, técnica a qual se

reconhecem varias limitagdes.
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Estas conclusfes ndo excluem, no entanto, 0 seu uso na deteccdo ou estimacao
de ds-RNA em organismos infectados por virus com genoma do tipo ds-RNA (Moffit e
Lister, 1973).

O sistema de deteccdo de ds-RNA por ELISA é caracterizado por Zanzinger e
Tavantzis (1982a) como apresentando elevada especificidade para com o ds-RNA,
assim como pela auséncia de reaccdes nao especificas (“background”), uma vez que a
poli(l):poli(C) é detectavel a concentragdes tdo baixas como 1-10 ng/ml. Estes autores
apresentam resultados positivos na deteccdo do virdide do tubérculo em fuso da
batateira (PSTVd - potato spindle tuber viroid), formas replicativas de TMV e
preparacOes de ds-RNA de virus de fungos. Field et al. (1980) obtiveram reactividade
de MU9 ds-RNA (forma replicativa derivada de MU9, um mutante de "amber-coat

protein” do bacteriofago MS2) com anticorpos para poli(l):poli(C).

Protocolos de producéo de antissoro para o polinucledtido poli(l):poli(C) e das
condicBes Optimas de deteccdo de ds-RNA a partir de plantas infectadas com virus por
ELISA indirecto e DIBA usando extractos semipurificados foram publicados por
Aramburu et al. (1991) e Carvalho (1998).
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Material e métodos

3.1.1 - Preparacdo e manutencao dos coelhos

Iniciou-se o biotério com vista a producdo de anticorpos policlonais para apoio

ao diagnostico fitiatrico na Seccdo de Proteccédo de Plantas da UTAD.

Procedeu-se a desinfeccdo da sala dos coelhos da Secgdo de Parasitologia e
Higiene Animal (Edificio das Clinicas Veterinarias) através da sua atomizac&o,
incluindo comedouros e bebedouros, com uma solucdo de 200 mL de antigermina em
10 L de agua.

Posteriormente, foram adquiridos 6 coelhos do tipo “coelho doméstico” com
cerca de 4 a 6 semanas de idade, que foram de imediato vacinados contra a doenca
virica hemorrégica, "Cylop-HVD", através de uma injec¢do subcuténea de 1 mL de
vacina inactivada com uma seringa com agulha do tipo 21Gx5/8". Em relacdo a
Mixomatose, os animais foram adquiridos ja vacinados com Mixomate, sendo apenas

necessario reforgar-se a vacina 6 meses ap0s a primeira administragao.

Foi ainda efectuada uma desparasitacdo aos animais (tratamento da coccidiose)
com Whitsyn-S (Agrovete), por inclusdo desta substancia na agua de beber (15 mL para
10L de &gua), sendo também adicionado a esta um concentrado vitaminico (RENATEX,

da Agrovete) a uma diluicdo de 10 g para 10 L de agua.

A manutencdo dos animais em gaiolas individuais consistiu em alimentacéo ad

libitum (racdo da CUF e agua) e limpeza da sala 3 vezes por semana.

3.1.2 - Imunizagdo com proteina sintética

Para a producdo de anticorpos policlonais para a deteccdo seroldgica de ds-
RNA, foram usados 2 coelhos. Na imunizacdo dos animais foi usada uma proteina

sintética bicatenaria [poli(l):poli(C), estéril, Pharmacia, ref. 27-4729-01], reconstituida
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a partir de 50 mg de produto liofilizado em 25 mL de PBS (obtendo-se, portanto, uma
solucdo a 2 mg/mL). A proteina foi, desta forma, armazenada em tubos eppendorf (1
mL/tubo) a -20 °C.

Seguindo o protocolo de Aramburu et al. (1991), com ligeiras alteragdes, a
producdo de antissoro para poli(1):poli(C) foi induzida a partir de 5 injeccdes semanais®

em cada coelho (Quadro 1).

Quadro 1 - Data das imunizagdes.

16/12/97 23/12/97 30/12/97 06/01/98 13/01/98 19/01/98
Coelho 4 12 28 - 32 42 52
Coelho 6 18 22 - 32 42 52

Todas as injeccGes foram administradas por via intramuscular, embora as duas
primeiras tenham sido dadas na coxa e as trés Gltimas ao longo do dorso. A solugdo de
antigénio administrada a ambos os animais foi emulsificada em igual volume de
adjuvante de Freund incompleto, perfazendo um volume total de 1 mL, embora no
coelho 4 tenha sido usada uma solucdo de polinucleétido a 2 mg/mL, enquanto no

coelho 6 essa solugéo se encontrava a uma concentragdo de 1 mg/mL.

3.1.3 - Colheita de sangue

As colheitas de sangue a ambos 0s animais iniciaram-se uma semana apés a
ultima injeccdo de antigénio e decorreram a intervalos semanais, num total de 6
colheitas para o coelho 4 e 2 colheitas para o coelho 6 (Quadro 2). Através dos testes
ELISA entretanto efectuados, verificou-se a reduzida qualidade do antissoro do coelho

6, pelo que este animal deixou de ser usado no ensaio logo apés a 22 colheita.

! Por impossibilidade de administracéo da 3? injec¢éo na devida altura, o periodo decorrido entre a 22 e 32
injeccOes foi de duas semanas.
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Quadro 2 - Data das colheitas de sangue.

27/01/98 03/02/98 11/02/98 18/02/98 05/03/98 12/03/98
Coelho 4 12 28 32 42 5 62
Coelho 6 12 22 - - - -

As colheitas de sangue seguiram a seguinte metodologia:

- colocou-se o coelho num suporte de madeira apropriado, com as patas para
tras, de forma a manté-lo imobilizado e, com uma lamina de barbear, cortou-se os pélos
na periferia da orelha esquerda;

- a zona escanhoada foi desinfectada com algoddao embebido em élcool e
promoveu-se a sua irritacdo com xilol, de forma a aumentar o volume da veia periférica
(é conveniente o operador calgar luvas, para ndo contactar directamente com o xilol);

- colocou-se um copo de vidro por debaixo da zona a cortar e com a lamina de
barbear, fez-se um corte longitudinal na veia, recolhendo-se o sangue (15 a 20 mL) para
0 COopo;

- para estacar o0 sangue, comprimiu-se a zona do corte com algodao seco ou
embebido em agua oxigenada;

- 0s cortes seguintes foram efectuados sempre no sentido da base para a ponta da

orelha.

3.1.4 - Separagéo e armazenamento do antissoro

Apols cada colheita de sangue, procedeu-se a separacdo do respectivo soro
(antissoro) e sua preparagdo para armazenagem. Esta tarefa foi efectuada da seguinte
forma:

- Deixou-se coagular o sangue a temperatura ambiente durante aproximadamente
4 horas;

- Colocou-se o sangue num funil de vidro e deixou-se a coar no frigorifico
durante a noite, para dentro de um tubo de centrifuga (para segurar o codgulo, colocou-

se uma vareta de vidro entre este e o funil);
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- Na manha seguinte, centrifugou-se o soro obtido a 10000 rpm durante 7
minutos (centrifuga Sorvall SS-3 Automatic Centrifuge, DuPont Instruments) e
guardou-se o0 sobrenadante (antissoro “inteiro”) em tubos eppendorf, em doses de 1 mL
por tubo;

- As doses foram armazenadas no congelador (-20 °C), sendo uma dose

destinada a testar o soro e as restantes para posterior purificacdo de 1gG.

3.1.5 - Caracterizacgao seroldgica dos antissoros
3.1.5.1 - Avaliacéo da evolucéo da reactividade do antissoro “inteiro”

3.1.5.1.1 - ELISA- indirecto em placa (ID-ELISA)

Para testar a reactividade dos antissoros obtidos foram efectuados testes ID-
ELISA em microplacas de poliestireno de 96 alvéolos do tipo Nunc ImmunoPlot Maxi
Sorp, segundo o protocolo apresentado por Aramburu et al. (1991). Apds cada colheita
de sangue foi efectuado um teste individual ao respectivo soro (num total de 6 testes
para o coelho 4 e 2 testes para o coelho 6) de forma a estudar a sua reactividade
(qualidade em termos de producdo de anticorpos especificos para o antigénio injectado)
e, apods a ultima colheita, foi feito um teste conjunto, com todos os antissoros obtidos,
para assim se poder concluir acerca da evolugédo da reactividade do antissoro produzido

pelos animais ao longo do tempo.

A metodologia seguida baseou-se no método inicialmente proposto por Clark e
Adams (1977), alterado por Aramburu et al. (1991):

- Revestimento da placa com Poli-L-Lisina - A partir de uma solu¢édo stock de 2 mg/
mL de Poli-L-Lisina em agua, preparou-se uma solucdo de 4ug/mL em tampédo de
revestimento (Na,CO3; 0,015M e NaHCO3; 0,035M, pH 9,6). A placa sofreu entdo uma
incubacdo a 4 °C durante a noite dentro de uma caixa com papel humido, para evitar

evaporacdo excessiva.

- Adicdo de antigénio [poli(l):poli(C)] (foi usada uma solugdo stock, previamente
preparada, de 2 mg/mL em PBS-T, pH 7,4). Nesta fase foram usadas 9 diluicdes

sucessivas (20x) de antigénio ( no primeiro teste foram apenas usadas 7 dilui¢des),
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sendo a primeira de 10 pug/mL (diluices efectuadas em PBS-T: NaCl 0,14M, KH,PO,
2mM, Na,HPO, 8mM, KCI 2mM pH 7,4). Seguiu-se incubacéo a 37 °C durante 3 horas.

- Bloqueio da placa - Para efectuar o bloqueio dos locais néo revestidos foi usado PBS-
T com 4% de leite em pé magro, efectuando-se de seguida uma incubacéo de cerca de

1lhora e 30 minutos a 37 °C.

- Adicédo de antissoro - Os antissoros foram diluidos em PBS-T, tendo sido testadas
duas diluicdes diferentes para cada um: 1/500 e 1/1000. Nesta fase, as placas foram a

incubar a 37 °C durante 4 horas.

- Adicéo de conjugado - Nesta fase foi usado soro anti-coelho produzido em cabra
(goat-anti-rabbit - GAR) conjugado com fosfatase alcalina (AP) (Sigma), numa diluicédo
de 1/30000 em PBS-T. A incubacéo ocorreu durante 16 horas a 4 °C.

- Adicdo do substrato enzimatico (p-nitrofenil-fosfato) - A solucdo de substrato foi
efectuada diluindo 1 mg de p-nitrofenil fosfato em cada mL de tampéo de substrato
(dietanolamina 9,6%, pH 9,8). A reaccao de hidrolise decorreu a temperatura ambiente,
tendo sido efectuadas 2 leituras de absorvancia para cada teste (30minutos e 1hora e 20
minutos apos a colocacdo do substrato) num espectofotdmetro Labsystems Multiscan
MCC/340 com o filtro de 405 nm (A405 nm), calibrado para zero com solucdo de

substrato na 12 coluna.

Para cada fase descrita, as quantidades necessarias foram calculadas de modo a
que em cada alvéolo fossem colocados 100 uL de solucéo, excepto na fase de bloqueio,
em que cada alvéolo recebeu 200 pL de solucdo. Apos cada uma das fases, foram
efectuadas 3 lavagens a placa com PBS-T em maquina propria e sua secagem contra

papel absorvente.

3.1.5.1.2 - ELISA-indirecto em membrana (DIBA)

O teste ELISA-indirecto em membrana foi desenvolvido com base nos trabalhos
realizados por Powell (1987a), Sherwood et al. (1987) e Hu et al. (1990a).

Neste caso o suporte fisico consistiu numa membrana de nitrocelulose do tipo

Zeta-Probe Blotting Membranes (Bio-Rad Laboratoires), dividida em quadriculas com 8
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mm de lado, havendo em todo o0 manuseamento da membrana o cuidado de operar com

luvas ou pinca, de modo a evitar o contacto directo daquela com a pele humana.

Todas as fases que a seguir se descrevem (incubacbes e lavagens) foram

efectuadas com agitacéo a 50 rpm:

- Adicao de antigénio - apds imersdo da membrana em TBS-T (Tris-HCI 0,05M, NaCl
0,15M, pH 7,5 com 0,05% de Tween 20) durante cerca de 10 minutos e sua secagem
durante 1 hora a temperatura ambiente, procedeu-se a colocagédo de 2 uL de antigenio (a
semelhanca do que foi feito no teste ELISA em placa, foram usadas 9 diluigcdes de
poli(1):poli(C) e TBS-T como controlo negativo) na membrana e deixou-se secar
durante 2 horas a 80 °C e meia hora a temperatura ambiente (a nitidez dos resultados

depende de uma secagem total da amostra).

- Bloqueio - nesta fase procedeu-se a saturacdo da membrana com uma solucdo a 4% de
leite em p6 magro em TBS, durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos e efectuou-

se de seguida 3 lavagens com TBS-T durante 2 minutos cada.

- Adicao de antissoro - usou-se duas solugdes de antissoro diluido (1/500 e 1/1000) em
TBS-T com 2% de leite em pd magro. Fez-se uma incubagdo de aproximadamente
1hora e 30minutos a temperatura ambiente, a que seguiram 3 lavagens com TBS-T de 2

minutos cada.

- Adicdo de conjugado - nesta fase, adicionou-se GAR conjugado com AP a
concentragdo de 1/3000 em TBS-T com 2% de leite em p6 magro. Seguiu-se uma
incubacdo durante 1 hora a temperatura ambiente e 3 lavagens de 2 minutos com TBS-
T. Apos estas lavagens, procedeu-se a nova lavagem, desta vez com tampédo AP (Tris
0,1M, NaCl 0,1M e MgCl, 0,01M, pH 9,5), durante 10 minutos.

- Adicdo do substrato - o substrato enzimatico usado foi uma mistura de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-fosfato (BCIP), Nitroblue Tetrazolium (NBT) e tampdo AP, nas
proporgdes de 33 uL BCIP:44 ulL NTB:10 mL tampdo AP. Seguiu-se uma incubacéo de
cerca de 10 minutos (15 min. no maximo) e parou-se imediatamente a reaccdo por

imersdo da membrana em &gua destilada (solucdo de pH mais baixo).
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3.1.5.1.3 - Teste de difusdo dupla em agar para titulagcdo do antissoro

Como foi anteriormente referido, esta técnica consiste na difusdo de antigénio e
antissoro em agar. Com este objectivo, foram efectuados testes cuja metodologia
assentou nos trabalhos efectuados por Purcifull e Batchelor (1977) e Ball (1990b):

- Preparacédo do gel de agar - Em baldo Erlenmayer, preparou-se agar purificado
(OXOID, Unipath Ltd) a 1% e levou-se a esterilizar em autoclave durante 15 minutos a
121 °C. O gel foi entdo distribuido por placas de Petri de 70x10 mm (cerca de 13 mL
de gel por placa), sendo estas mantidas a 4 °C. Antes de serem usadas, foram cortados,
em cada placa contendo gel solidificado, 7 alvéolos (1 central e 6 periféricos, estes a
distancia de cerca de 4-5 mm do central) com 7 mm de diametro, com um furador de
rolhas, sendo a parte interior do alvéolo retirada com a ajuda de uma bomba de vacuo e
uma pipeta de Pasteur. Todas estas operacdes foram efectuadas a chama, de modo a

evitar contaminacdes.

- Adicdo dos reagentes - No que respeita a adicdo dos reagentes, seguiu-se 2
metodologias diferentes (cada uma em sua placa), sendo colocados 80 uL de reagente

por alvéolo:

a) alvéolo central - antissoro (sem diluicao);
alvéolos periféricos - 5 diluigdes de poli(l):poli(C) em agua destilada
(2 mg/mL; 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL), para
determinar a concentracdo ideal de antigénio para o antissoro a testar, e 1

controlo negativo (agua destilada);

b) alvéolo central- amostra de poli(l):poli(C) a concentracdo ideal apresentada
pelos resultados obtidos no teste a), que correspondeu a diluicdo de 0,5
mg/mL;
alvéolos periféricos - 5 concentracdes de antissoro (s/ dilui¢do; 1:2; 1:5; 1:10;

1:50), diluido em agua destilada, e um controlo negativo (agua destilada).
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3.1.5.2 - Avaliacao da reactividade da IgG purificada

3.1.5.2.1 - Purificagdo e armazenamento de 1gG

Com o objectivo de caracterizar a imunoglobulina G do antissoro produzido,
procedeu-se a sua purificacdo a partir do antissoro obtido na 52 recolha de sangue do
coelho 4, por se considerar o antissoro de melhor qualidade (ver Gréafico 2). Esta
purificacdo foi feita segundo o protocolo de precipitacdo de IgG por sulfato de aménio,

e que a seguir se descreve.

Juntou-se 9 mL de &gua destilada a 1 mL de antissoro, seguindo-se a adicéo,
lentamente e com agitacdo, de 10 mL de uma solugéo de sulfato de amonio saturada (80
09/100 mL). Manteve-se durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente, agitando
lentamente, e centrifugou-se durante 15 minutos a 10000 rpm. Recolheu-se entdo o
precipitado, que se dissolveu em 2 mL de % x PBS e se dialisou 3 vezes em 500 mL de
% x PBS a 4 °C (ferveu-se, antecipadamente, o tubo de dialise em agua com 0,01M
EDTA e lavou-se convenientemente com agua destilada). Diluiu-se a IgG purificada em
Y% x PBS (1:20) e recorreu-se a analise quantitativa por espectrofotometria a 280 nm, de
forma a calcular a concentracdo da gama-globulina (OD2g = 1,4 correspondendo a 1

mg/mL).

A 1gG purificada foi, por fim, armazenada a -20 °C, em tubos eppendorf.

3.1.5.2.2 - ELISA- indirecto em placa (ID-ELISA)

A metodologia seguida encontra-se ja descrita em 3.1.5.1.1. Neste teste, para
além da IgG purificada (1/500), foi usado o respectivo antissoro (1/500) como termo de
comparacao, tendo sido usado um esquema de antigénios semelhante ao apresentado no
teste 3.1.5.1.1.

3.1.5.2.3 - ELISA-indirecto em membrana (DIBA)

Este teste decorreu conforme a descrigcdo apresentada em 3.1.5.1.2, tanto no que
respeita aos métodos como ao esquema de antigénios usados). Também neste caso se
recorreu ao uso de antissoro (1/500) como termo de comparacdo com a IgG (1/500) a

testar.
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3.1.5.2.4 - Teste de difusdo dupla em agar

- Adicdo dos reagentes - Este teste seguiu a metodologia apresentada em 3.1.5.1.3,

tendo sido colocados nos varios alvéolos 0s seguintes reagentes:

a) alvéolo central - IgG purificada (sem diluicdo);
alvéolos periféricos - 5 diluicdes de poli(l):poli(C) em agua destilada (2 mg/mL;
1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL) e um controlo negativo (agua
destilada).

b) alvéolo central - amostra de poli(l):poli(C) a concentracdo ideal apresentada
pelos resultados obtidos no teste a), que correspondeu a dilui¢do de 1 mg/mL;
alvéolos periféricos - 5 diluicbes de 1gG purificada (sem dilui¢do, 1:2, 1:5,

1:10, 1:50) diluido em agua destilada e um controlo negativo (agua destilada).

3.1.6 - Deteccdo serologica de ds-RNA com o antissoro produzido
3.1.6.1 - Deteccdo seroldgica de ds-RNA em extracto de videira

3.1.6.1.1 - ELISA-indirecto em placa

Neste teste foram usadas amostras de videira infectadas com GLRaV-3
(virus associado ao enrolamento foliar da videira, serotipo 3) e GFLV (virus do urticado

da videira), em substitui¢do do polinucleétido sintético [poli(l):poli(C)].

A metodologia seguida foi idéntica a apresentada em 3.1.5.1.1 em todas as fases,

excepto na colocacgdo do antigénio e do antissoro.

- Adicdo do antigénio - Nesta fase foram usadas oito amostras de videira: cinco
amostras infectadas e trés amostras sés (controlo negativo). Como controlo positivo
foram usados 2 extractos anteriormente preparados (um infectado com GLRaV-3 e um

com GFLV) e uma solucdo de poli(l):poli(C) a concentracdo de 10 pug/mL. Foi ainda
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incluida uma coluna na qual se colocou apenas PBS-T em substituicdo do patogénio, de

forma a controlar a extensdo das reac¢@es ndo especificas.

Os extractos foram preparados da seguinte forma: as varas de videira a testar
foram raspadas com uma navalha, até se obter a quantidade (em peso) de amostra
necessaria. Esta foi de seguida esmagada num almofariz com o auxilio de azoto liquido
até obtencdo de um pd e misturada em PBS-T a proporcao de 1:5 (p/v). Esta mistura foi
entdo homogeneizada com um dispositivo homogeneizador Ultra-Turrax T25, seguindo-

se a sua deposic¢do na placa.

- Adicdo de antissoro - Este teste foi efectuado apenas com o antissoro relativo a 5?

colheita de sangue do coelho 4 e respectiva IgG purificada.

3.1.6.1.2 - ELISA-indirecto em membrana (DIBA)

O esquema de anticorpos e antigénios seguido neste teste foi idéntico ao usado
no teste 3.1.6.1.1, tendo sido usadas 2 diluicdes diferentes de cada antigénio (1/8 e
1/50).

3.1.6.1.3 - Teste de difusdo dupla em agar

- Adicao dos reagentes - Neste teste foram colocados igualmente 80 ul de reagente por

alvéolo, da seguinte forma:

a) alveolo central - antissoro (sem diluigéo);
alvéolos periféricos - cinco extratos de amostras de videira (um infectado com
GLRaV-3, trés a testar e um de amostra sd) preparados de forma idéntica a

apresentada no teste 3.1.5.1.2 e um controlo negativo (agua destilada).

b) alvéolo central - 1gG purificada (sem dilui¢&o)
alvéolos periféricos - cinco extratos de amostras de videira (um infectado com
GLRaV-3, trés a testar e um de amostra sd) preparados de forma idéntica a

apresentada no teste 3.1.5.1.2 e um controlo negativo (dgua destilada).
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3.1.6.2 - Deteccdo seroldgica de ds-RNA

3.1.6.2.1 - Purificacéo de ds-RNA

Utilizou-se vario material com diferentes virus para extraccdo de ds-RNA:
videira com GLRaV-3 (amostra lenhosa), Nicotiana rustica com um Nepovirus da

alface e petdnia com TSWV (amostras herbaceas).

O método usado na extrac¢do dos acidos nucleicos totais a partir de amostras

infectadas foi 0 método do fenol-cloroférmio, descrito por Hu et al. (1990b).

No caso das amostras lenhosas, macerou-se cerca de 10 g de material vegetal
com azoto liquido, misturando-se o po resultante com 45 mL de 2x STE, 15 mL de SDS
10%, 0,8 mL de bentonite (40 mg/mL), 1 mL de 2-mercaptoetanol, 25 mL de solucdo de
fenol saturada (com 2x STE e 0,025% de 8-hidroxiquinoleina) e 0,1 mL de NH,OH. A
esta solucdo adicionou-se ainda 25 mL de cloroférmio-alcool isoamilico na propor¢éo
de 24:1 e agitou-se durante 45 minutos a temperatura ambiente. De seguida,
centrifugou-se a 8000 rpm durante 15 minutos, de forma a separar 0s acidos organicos
totais da fase organica e recolheu-se o sobrenadante, que foi seguidamente filtrado em
& de vidro e diluido com STE até se obter um volume final de 100 mL. No
processamento das amostras herbéaceas, manteve-se a propor¢do entre o peso das
amostras e 0 volume das solucGes, mas ndo foi necessario utilizar azoto liquidi na

maceragao.

Ao extracto obtido, adicionou-se etanol a 95% gota a gota com agitacdo, a
temperatura ambiente (de forma a evitar a precipitacdo dos acidos nucleicos), até se
obter uma concentragdo de 16,5%. Homogeneizou-se, de seguida, com celulose CF 11
(Sigma, C6288) (2 g para amostras lenhosas e 0,5 g para amostras herbaceas) durante
45 minutos a temperatura ambiente e verteu-se numa seringa invertida (que funciona
como coluna de cromatografia), cujo orificio se obturou com & de vidro para reter a
celulose. Procedeu-se de seguida a uma lavagem com 150 mL de STE (50 mL no
segundo caso) contendo 16,5% de etanol, de forma a arrastar todos os &cidos nucleicos
excepto o ds-RNA. Adicionou-se 1 mL de STE (ou 0,25 no caso das amostras
herbaceas) para baixar a concentracdo de etanol, drenou-se a celulose com uma corrente
de ar e recolheu-se o ds-RNA efectuando 3 lavagens com 3 mL de STE seguidas de

drenagem. Centrifugou-se o liquido eluido a 8000 rpm durante 3 minutos para eliminar
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a celulose, precipitando-se o ds-RNA com trés volumes de etanol a 95% guardado a -20
°C e 0,1 volumes de acetato de sodio 3,0M a pH 5,0. Apds agitacdo intensa, incubou-se
durante a noite a -20 °C (ou a -70 °C durante 3 horas) e centrifugou-se a 8000 rpm

durante 30 minutos.

Procedeu-se de seguida a ressuspensdo do precipitado em 0,5 mL de STE,
seguindo-se nova precipitacdo com acetato de sodio e etanol. Centrifugou-se a 13000
rpm durante 15 minutos em tubos eppendorf a 4 °C, ressuspendendo-se o0 precipitado
num volume de tampédo TE (Tris 0,04M, EDTA 1mM, pH 7,8) proporcional ao peso
inicial da amostra (1 pL/g para os hospedeiros lenhosos e 0,5 uL/g para os hospedeiros

herbaceos).

3.1.6.2.2 - ELISA-indirecto em placa

Todo o teste ELISA seguiu a metodologia apresentada em 3.1.5.1.1, tendo sido
usados como antigénios um extracto de videira infectado com GLRaV-3, trés amostras
de ds-RNA purificado (5 g de material vegetal por alvéolo, diluido em TAE),
poli(1):poli(C) (10 upg/mL), um controlo negativo (Sanofi) e PBS-T. Neste teste foi
usada uma dilui¢do (1/500) do antissoro relativo a 5 colheita (considerado o de melhor

qualidade) e a respectiva IgG purificada (1/500).

3.1.6.2.3 - ELISA-indirecto em membrana

Este teste decorreu de forma semelhante a apresentada em 3.1.5.1.2 e foram

usados 0s mesmos antigénios e antissoro do teste 3.1.6.2.2.

3.1.6.2.4 - Teste de difusdo dupla em agar

- Adicéo dos reagentes - Este teste seguiu a metodologia descrita em 3.1.5.1.3, sendo

colocados nos varios alvéolos os seguintes reagentes:

a) alvéolo central - antissoro (sem dilui¢éo);
alvéolos periféricos - extracto aquoso de videira infectado com GLRaV-3;
amostra de ds-RNA purificado (0,5 uL dsRNA / 100 uL &gua destilada);

poli(1):poli(C) (0,5 mg/mL); extracto aquoso de videira s&; agua destilada.
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b) alvéolo central - 1gG purificada (sem dilui¢c&o);
alvéolos periféricos - extracto aquoso de videira infectado com GLRaV-3;
amostra de dsRNA purificado (0,5 uL dsRNA / 100 uL &gua destilada);

poli(l):poli(C) (0,5 mg/mL); extracto aquoso de videira s&; agua destilada.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Avaliagéo da evolugéo da reactividade do antissoro “inteiro”

Com base nos testes seroldgicos realizados com o objectivo de avaliar a
reactividade dos antissoros produzidos e o limiar de deteccdo dos respectivos anticorpos
(relativamente a varias diluicbes do antigénio para o qual foram produzidos),
obtiveram-se resultados dos quais o Grafico 1 é representativo (0s resultados dos testes
ID-ELISA em placa relativos a cada colheita de sangue encontram-se no Anexo 1).
Consideram-se positivos 0s valores de absorvancia trés vezes superiores aos valores do

controlo negativo.
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Graf. 1 - Comparagdo entre a reactividade dos antissoros produzidos nos coelhos 4 e 6 e
avaliacdo do limiar de deteccdo dos respectivos anticorpos. O grafico representa os resultados
do teste ELISA-indirecto em placa (media de duas repeticGes) e as quadriculas (na base do
grafico) o teste ELISA-indirecto em membrana. A cada quadricula corresponde a mesma
concentracdo de poli(l):poli(C) usada para o teste em placa (os resultados do teste em
membrana sdo relativos ao antissoro produzido no coelho 4).

Relativamente ao limiar de deteccdo dos testes ELISA-indirecto em placa
alveolada e em membrana, verifica-se uma capacidade de deteccdo do 1° de cerca de 1,3
ng/mL, valor que se considera satisfatorio quando comparado com resultados obtidos

por Zanzinger e Tavantzis (1982a) (1-10 ng/mL). Com o teste ELISA em membrana de
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nitrocelulose, obtiveram-se limites de deteccdo préximos dos 500 ng/mL, cerca de 400
vezes inferior aos valores obtidos para o teste anterior. Embora véarios autores tenham
obtido resultados mais sensiveis (Hsu, 1996; Carvalho, 1998), Aramburu et al. (1991)
referem-se a resultados menos sensiveis do que o obtido neste trabalho (1pg/mL),

quando do uso deste tipo de membranas.

A evolugdo da reactividade dos antissoros produzidos ao longo do tempo foi
testada por ELISA-indirecto em placa, encontrando-se os resultados representados nos

Graficos 2 e 3 (as curvas representam diferentes dilui¢des de antigénio).
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Graf. 2 - Evolugdo da concentracdo de anticorpos [para 9 dilui¢des de poli(l):poli(C) em
ug/mL] ao longo do tempo no antissoro produzido no coelho 4 (diluicdo 1/1000).
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Graf. 3 - Evolucdo da concentragdo de anticorpos [para 9 diluicdes de poli(l):poli(C), em
pg/mL] ao longo do tempo no antissoro produzido no coelho 6 (diluigdo 1/1000).
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Como se pode verificar pelos graficos anteriores, a reactividade do antissoro
produzido no coelho 4 é bastante superior a do antissoro produzido no coelho 6. E de
considerar, neste caso, que a quantidade de antigénio injectada no segundo animal (total
de 5 mg/mL) foi duas vezes inferior a introduzida no primeiro (total de 10 mg/mL), o
que pode valer como justificacdo destes resultados. Ball (1974) considera, no entanto,
que o tipo de resposta as imunizagfes depende tanto da via de imunizacéo e quantidade
de imunogénio injectado como da capacidade do proprio animal para produzir

anticorpos.

Uma vez que a reactividade do antissoro produzido no coelho 6 foi bastante
baixa, o animal foi eliminado do ensaio, pelo que todos os testes posteriores foram

realizados apenas com o antissoro produzido pelo coelho 4.
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Semanas apds a 12 imunizacéo

Graf. 4 - Variacdo da concentragdo de anticorpos no antissoro ao longo do tempo (média de 2
repeticBes; diluicdo do antissoro de 1:1000; diluicdo do antigénio de 25 ng/mL).

No Gréfico 4 pode confrontar-se a evolucdo da reactividade dos antissoros com

as datas de imunizacgéo dos animais e datas de colheita do sangue.

Verifica-se um aumento progressivo da reactividade do antissoro produzido no
coelho 4, desde a 12 colheita (que ocorreu uma semana apos a Ultima imunizacao) até a
52 colheita (5 semanas ap0s a ultima imunizagéo), altura em que atingiu o valor maximo

de A405 (proximo de 2,5). A partir desta altura, a reactividade do antissoro comegou a
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decrescer. Estes valores de reactividade sdo ligeiramente superiores aos obtidos por
Carvalho (1998), que utilizou para imunizagdo dos coelhos o mesmo polinucledtido

sintético mas de diferente origem comercial.

Segundo Bercks et al. (1972), é normal que, quando se segue uma via de
imunizagGes intramuscular, o valor méximo de reactividade seja atingido 3 a 4 semanas
apos a ultima injeccdo, verificando-se deste modo uma resposta normal por parte do

coelho 4.

4.2- Titulacéo do antissoro por teste de difusdo dupla em agar

A titulacdo do antissoro produzido foi determinada pelo teste da difusdo dupla
em agar. No entanto, antes de fazer a titulagdo do antissoro produzido foi necesséari
determinar, também através deste tipo de teste, qual a concentracdo de antigénio com a
qual o antissoro apresenta uma interaccao equilibrada. Este equilibrio é evidenciado no
agar por uma linha branca, densa mas nitida, que se deve apresentar numa posi¢cdo
central em relagdo aos alvéolos aos quais a interacgdo diz respeito. A Figura 1a) mostra
uma interaccdo Optima entre o antissoro (sem diluicdo) (alvéolo central) e

poli(l):poli(C) a concentracdo de 0,5 mg/mL (alvéolo periférico 3).

No teste de titulacdo do antissoro.foi esta a concentragdo de antigénio usada no
alvéolo central, tendo os alvéolos periféricos sido preenchidos com cinco dilui¢cdes de
antissoro. Pode verificar-se pela Figura 1b) que foi possivel uma detec¢do de antissoro

até a diluicdo de 1:10 (alvéolo periférico 4).
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Fig. 1 - Teste de difusdo dupla em agar: a) alvéolo central: antissoro (sem dilui¢do); alvéolos
periféricos - dilui¢des de poli(l):poli(C): 1. 2 mg/mL; 2. 1 mg/mL; 3. 0,5 mg/mL; 4. 0,25
mg/mL; 5. 0,125 mg/mL; 6. &gua destilada); b) alvéolo central - poli(l):poli(C) (0.5 mg/mL);
alvéolos periféricos - diluigdes de antissoro: 1. sem diluicdo; 2. 1:2; 3. 1:5; 4. 1:10; 5. 1:30; 6.
agua destilada).

4.3 - Avaliagao da reactividade da 1gG purificada

Uma vez determinado o antissoro com maior reactividade (5%olheita),
procedeu-se a purificacdo da respectiva 1gG, que se testou por compara¢do com o

antissoro “inteiro”.

Os resultados obtidos por ELISA-indirecto em placa encontram-se
expostos no Grafico 5. Comparando a reactividade do antissoro “inteiro” e da IgG
purificada, ndo se verifica uma melhoria no desempenho da IgG, o que pode ser devido
a ter havido uma baixa precipitacdo de imunoglobulinas na solugéo final no processo de

purificagdo.
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Gréaf. 5 - Limiar de detec¢do dos anticorpos (antissoro “inteiro” e IgG purificada) produzidos
para Poli(l):Poli(C).

4.4 - Deteccdo de ds-RNA em extractos aquosos e em ds-RNA purificado

Apbs confirmacdo da qualidade do antissoro produzido (para 0 antigénio
homdlogo), procedeu-se a andlise do seu desempenho para ds-RNA, objectivo principal
deste trabalho. Para tal, procedeu-se a purificacdo de ds-RNA a partir de plantas com
sintomas de infeccdo viral. Foram feitas tentativas no sentido de obter ds-RNA
purificado a partir de material herbaceo infectado com um Nepovirus de alface (N.
rustica) e um Tospovirus (TSWV em petlnia), mas admite-se que o processo de
purificacdo, que neste tipo de material é muito dificil, tenha sido de alguma forma
deficiente, ou que o material usado contivesse quantidades de virus demasiado baixas
para serem detectadas, pois ndo se obtiveram quaisquer resultados positivos. Desta
forma, apenas se apresentam resultados relativos a ds-RNA extraido de videiras
infectadas com GLRaV-3.

O Graf. 6 ilustra a deteccdo de ds-RNA viral em amostras vegetais (videira)
infectadas com GLRaV-3, tanto a partir de extractos aquosos como de ds-RNA

purificado.
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raf. 6 - Avaliacdo do desempenho dos anticorpos produzidos para poli(l):poli(C) em extractos
aquosos de videira 1:5 (p/v) e em ds-RNA purificado a partir de 5 g de material vegetal por
alvéolo. Teste ELISA-indirecto em placa (grafico) e ELISA-indirecto em membrana (na base do
gréfico; a cada quadricula corresponde 0 mesmo antigénio que foi usado para o teste em placa).

Como se pode observar, ndo foi possivel a deteccdo de ds-RNA a partir de
extractos aquosos (os valores registados para as amostras positivas sdo semelhantes aos
das amostras negativa e de controlo), resultados também j& obtidos por outros autores
(Carvalho e Pereira, 1997; Carvalho, 1998).

Com a amostra de ds-RNA purificado obteve-se, no entanto, valores de
absorvancia fortemente positivos e muito préximos dos obtidos na reaccdo homologa
(para poli(l):poli(C), que funcionou como controlo positivo), o que evidencia a elevada
capacidade de reaccdo do antissoro produzido para com a substancia que se pretendia

detectar.

Com o teste ELISA-indirecto em membrana foi possivel identificar, ainda que
de uma forma ligeira, a presenca de ds-RNA na membrana, tendo sido também

impossivel a deteccdo de ds-RNA a partir de extractos aquosos.

Segundo Carvalho e Pereira (1997), duas grandes limitacGes estdo associadas
aos extractos aquosos de videira para deteccdo de ds-RNA: a baixa concentracdo na
planta dos acidos nucleicos a detectar e a forte influéncia dos compostos polifendlicos e

polissacaridos nos resultados.
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No teste ELISA-indirecto em placa, a utilizagdo de ds-RNA purificado a partir
de 5 g de material vegetal por alvéolo permitiu obter elevados valores de absorvancia, o
que leva a considerar que seria possivel a sua deteccdo com quantidades mais pequenas

de material.

A Figura 2 ilustra os resultados obtidos no teste de difusdo dupla em agar. Fica
patente que a deteccdo de ds-RNA a partir de extractos aquosos infectados (alvéolo 1) é,
também aqui, impossivel. No entanto, este teste mostrou-se bastante sensivel na
deteccdo de ds-RNA purificado (alvéolo 2), quando comparado com os resultados
obtidos para poli(l):poli(C) (alvéolo 3), uma vez que as linhas brancas indicadoras de

ambas as interacgdes se apresentam muito semelhantes.

Fig. 2 - Teste de difusdo dupla em agar para deteccdo de ds-RNA. Alvéolo central:
antissoro sem diluicdo; alvéolos periféricos: 1. extracto aquoso de amostra infectada com
GLRaV-3; 2. ds-RNA purificado (cerca de 2 g de material vegetal por alvéolo; 3.
poli(1):poli(C) (0,5 mg/mL); 4. extracto aquoso de amostra sd; 5. e 6. agua destilada.
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5 - CONCLUSOES

Cada vez mais se sente uma forte necessidade de obtencdo de métodos rapidos e
fiaveisde deteccdo de fitopatogénios, com a finalidade tanto de po6r termo a
disseminacdo de determinadas doencas virais como de seleccdo de material vegetal séo
para propagacdo. Com este objectivo, pretendeu-se produzir um antissoro policlonal a
partir de uma substancia sintética de facil obtencéo que tivesse a capacidade de detectar
a presenca, ndo de um virus especifico, mas de infeccdo viral, através da detec¢do de ds-
RNA.

O antissoro policlonal, produzido em coelhos através da sua imunizagcdo com o
polinucledtido bicatenario poli(l):poli(C), foi primeiramente testado por ELISA-
indirecto em placa e ELISA-indirecto em membrana com sucesso, apresentando uma
reactividade bastante elevada para com o antigénio homélogo. Ambos os testes se
mostraram, portanto, bastante eficazes na deteccdo de ds-RNA, mas obteve-se uma
maior sensibilidade com o teste em placa, facto que ndo era esperado, uma vez que a

bibliografia apresenta, na sua maioria, resultados opostos.

A deteccdo de ds-RNA a partir de extractos aquosos de videira ndo deu, em
qualquer dos testes, resultados satisfatorios, por ndo ser possivel estabelecer a diferenga
entre amostras infectadas e amostras sas. Apenas quando se testou ds-RNA purificado a
partir de amostras de videira infectadas com GLRaV-3 se conseguiu obter resultados
fortemente positivos. Foram também feitos testes para deteccdo de ds-RNA extraido de
material herbaceo (N. rustica e petlnia) infectado com dois virus. No entanto, concluiu-
se que o processo de extraccdo deve ter sido deficiente, uma vez que os resultados

foram sempre negativos.

Deste modo, pode dizer-se que o antissoro produzido detecta a presenca de ds-
RNA viral. No entanto, e uma vez que se pretende que este tipo de testes seja rapido e
eficaz para um grande nimero de amostras, as técnicas de detecgdo seroldgica tém que
ser apuradas no sentido de se conseguir a deteccdo, ndo sO a partir de ds-RNA
purificado, mas também a partir de extractos aquosos. Este objectivo torna-se

importante na medida em que o processo de extraccdo de ds-RNA a partir de material
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vegetal, principalmente material herbaceo, é muito moroso, dificil e envolve o uso de

produtos tdxicos como, por exemplo, o fenol.
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ANEXO 1
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Graf. 1 - Avaliacdo do limiar de deteccdo dos anticorpos produzidos no coelho 4, na 22 colheita
de sangue (média de duas repeti¢des).
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poli(l):poli(C) pg/mL

Gréf. 2 - Avaliacdo do limiar de deteccdo dos anticorpos produzidos no coelho 6, na 22 colheita
de sangue (média de duas repeticdes).
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Gréaf. 3 - Avaliacdo do limiar de deteccdo dos anticorpos produzidos no coelho 4, na 32 colheita
de sangue (média de duas repeticdes).
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Gréf. 4 - Avaliacdo do limiar de deteccdo dos anticorpos produzidos no coelho 4, na 42 colheita
de sangue (média de duas repeticdes).
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Gréaf. 5 - Avaliacdo do limiar de deteccdo dos anticorpos produzidos no coelho 4, na 52 colheita
de sangue (média de duas repeticdes).

4,0
35 —o— 1/500 (30')
0O 1/1000 (30
30 —A—1/500 (1h20))
”sg —%— 1/1000 (1h20")
o Y —X— cont. neg.
3 2,0
15
1,0
05
0,0 ‘*’—I*’—{ T % T —

1,0E+01 5,0E-01 2,5E-02 1,3E-03 6,3E-05 3,1E-06 1,6E-07 7,9E-09 3,9E-10
poli(1):poli(C) pg/mL

Graf. 6 - Avaliacdo do limiar de deteccdo dos anticorpos produzidos no coelho 4, na 62 colheita
de sangue (média de duas repeticdes).
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Graf. 7 - Evolugdo da concentracdo de IgG ao longo do tempo no antissoro produzido no coelho
4 (dilui¢do 1/1000).
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Graf. 8 - Evolugdo da concentracdo de IgG ao longo do tempo no antissoro produzido no coelho
6 (diluicdo 1/1000).
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Gr
af. 9 - Evolucdo da concentracdo de 1gG ao longo do tempo no antissoro produzido no coelho 4
(diluicdo 1/500).
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Gréaf. 10 - Evolugdo da concentra¢do de IgG ao longo do tempo no antissoro produzido no
coelho 4 (diluicdo 1/500).
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