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RESUMO — Dez hibridomas secretores de anticorpos monoclonais (AcMs) contra antígenos do Herpesvírus Bovino tipo 5 
(BHV-5) foram selecionados por sua capacidade de ligar-se a células infectadas com amostras do Herpesvírus da Encefalite 
Bovina (BHV-5), em testes de imunoperoxidase (IPX). Nove dos dez AcMsproduzidos reconheceram antígenos em 10/10 
amostras de BHV-5 testadas. Um dos AcMs reconheceu nove entre dez amostras classificadas como BHV-5. 
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MONOCLONAL ANTIBODIES TO BOVINE HERPESVIRUS TYPE 5 (BHV-5) 

ABSTRACT — Ten hybridomas secreting monoclonal antibodies (Mabs) were produced to bovino herpesvirus type 5 (BHV-
5) antigens. The hibridomas were selected with basis on their capacity to bind to cells infected with isolates of bovino 
encephalitis herpesvirus (BHV-5), in immunoperoxidase (IPX) tests. Nine of lhe ten Mabs recognized antigens on 10/10 
isolates tested. The remainder Mab recognized antigens on nine out of ten BHV-5 samples. 

Key words: bovine herpesvirus, bovino encephalitis virus, monoclonal antibodies, BHV-5. 

INTRODUÇÃO 

O Herpesvírus Bovino tipo 5 (BHV-5) é um vírus 
pertencente à família Herpesviridae, subfamília Alfaher-
pe svirinae (PORTERFIELD, 1989). Este vírus é res-
ponsável por infecções no sistema nervoso central de 
bovinos, causando meningoencefalites não-purulentas 
(CARRILLO et al., 1983; WEIBLEN et al., 1989). In-
fecções por BHV-5 vêm despertando grande interesse 
devido à sua disseminação aparentemente ampla em 
países do hemisfério sul, bem como por sua associação 
com baixa morbidade e alta mortalidade (BAGUST e 
CLARICE, 1972). No Brasil, encefalites causadas por 
BHV-5 têm sido confirmadas de forma crescente nos 
rebanhos, principalmente nas regiões Sul e Central do 
País (WEIBLEN et al., 1989; RIET-CORREA et al., 
1989; ROEHE et al., 1997). 

As amostras hoje classificadas como BHV-5, du-
rante muito tempo, foram consideradas subtipos do 
Herpesvírus Bovino tipo 1 (BHV-1) devido ao alto grau 
de homologia existente entre os genomas de ambos os 
vírus (ENGELS et al., 1987; BULACH e STUDDERT, 
1990) e às extensas reações sorológicas cruzadas entre 
suas infecções (FRENCH, 1962). Portanto, a prevalência 
das infecções por BHV-5 é desconhecida, uma vez que,  

até o presente momento, não existem testes sorológicos 
capazes de diferenciar estas infecções daquelas causa-
das por BHV-1 (ROEHE et al., 1997). Em levantamen-
tos sorológicos, é importante a determinação dos níveis 
de anticorpos, tanto frente a amostras de BHV-1 quanto 
de BHV-5, caso contrário uma significativa proporção 
de amostras positivas para um ou outro agente poderá 
não ser detectada (TEIXEIRA et al., 1996). 

Com base no interesse despertado pela existência 
de diferentes amostras de herpesvírus bovino e pela cres-
cente ocorrência de infecções encefalitogênicas causa-
das pelo BHV-5, este estudo teve como objetivo a pro-
dução e caracterização de anticorpos monoclonais 
(AcMs) contra antígenos do BHV-5. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Células 
As células utilizadas para a produção dos antígenos 

virais e triagem dos hibridomas foram da linhagem 
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney). Estas células 
foram cultivadas em meio mínimo essencial de Eagle 
(MEM) com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,2 ml/ 
1 de enrofloxacina a 5%, seguindo metodologia usual 
(PAUL, 1970). As células de mieloma da linhagem Sp2/ 
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O-Ag14 foram utilizadas para a produção dos 
hibridomas. Estas células foram cultivadas em meio 
RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 0,3 g/1 de 
glutamina, 0,11 8/1 de dextrose, 2,3 gõ de HEPES, 2,0 
g,/1 de bicarbonato de sódio e 50mg/m1 de gentamicina. 
O soro fetal utilizado no crescimento celular foi previa-
mente testado para garantir a inexistência de anticorpos 
específicos contra BHV-1 e BHV-5, assim como con-
taminação por bactérias, fungos, micoplasma e pelo 
Vírus da Diarréia Virai Bovina (BVDV). 

Amostras virais 
As amostras de vírus foram consideradas como 

pertencendo ao subtipo 5 com base nas características 
clínico-epidemiológicas dos casos dos quais foram iso-
ladas. Estas amostras apresentaram um perfil de 
reatividade distinto daquele apresentado por amostras 
de 1314V-1 frente a AcMs produzidos contra este último 
(ROEHE et al., 1997). A amostra de BHV-5 "EVI 88" 
foi utilizada nas imunizações dos camundongos e tria-
gem dos hibridomas. Esta amostra é proveniente de um 
caso de encefalite bovina e possui um perfil de 
reatividade compatível com BHV-5 quando testada fren-
te a AcMs já disponíveis no laboratório (SILVA, 1995). 
A amostra "EVI 88" e as demais amostras utilizadas 
neste trabalho foram obtidas dos estoques do Centro de 
Pesquisa Veterinária Desidério Finamor (CPVDF) e 
estão citadas e referenciadas na Tabela 1. 

Produção de antígeno 
As células MDBK cultivadas em garrafas de 

ROUX receberam 5 ml/garrafa de suspensão virai a uma 
multiplicidade de infecção de 0,1 a 1 dose infectantc/ 
célula para 50% dos cultivos celulares (DICC 20). Quan-
do o efeito citopático (ECP) atingiu aproximadamente 
90% , a suspensão foi coletada e centrifugada a 2.000 x 
g por 10 minutos, sendo o "pellet" de células despreza-
do. O sobrenadante obtido centrifugado a 100.000 x g 
por 2 horas. O pellet de vírus foi então ressuspenso em 
MEM sem SFB, sonicado a 60 microamperes 
(Ultrasonics Ltd.) três vezes durante 30 segundos, com 
intervalos de 30 segundos. 

Produção de anticorpos monoclonais 
Camundongos da linhagem endocruzada BALB/c 

com 45 a 60 dias de idade foram inoculados 
intraperitonealmente com uma emulsão contendo 250m1 
de antígeno virai e 250m1 de adjuvante completo de 
Freund (ACF). Estes camundongos foram reinoculados 
duas vezes com intervalos de 21 dias, com uma emulsão 
semelhante, somente substituindo o ACF por adjuvante 
incompleto de Freund. Cinco dias antes de cada fusão, 
os mesmos foram inoculados via intravenosa com 200m1 
de antígeno virai sem adjuvante. O método para a pre-
paração dos hibridomas foi essencialmente descrito por 

KÓHLER e MILSTEIN (1975) com algumas adapta-
ções sugeridas por HARLOW e LANE (1988): o baço 
do camundongo imunizado foi removido, os 
esplenócitos foram separados com o auxilio de pinças e 
lavados duas vezes com meio RPMI sem SFB. As célu-
las de mieloma foram lavadas uma vez igualmente em 
meio RPMI sem SFB e misturadas aos esplenócitos 
numa proporção de 4 a 8 linfócitos para uma célula de 
mieloma. A mistura foi submetida a um processo de 
lavagem e a fusão das células foi realizada pela adição 
cuidadosa de polietilenoglicol (PEG) fundido a 56°C e 
diluído a 30% em meio RPMI sem SFB contendo 15% 
de dimetilsulfóxido (DMSO). Após a fusão, a mistura , 
foi centrifugada a 1.000 x g por 10 minutos e o pellet 
celular ressuspenso em 60 ml de meio RPMI 
suplementado com HAT (Hipoxantina 0,1 mM, 
Aminopterina 0,0004 mM, Timidina 0,016 mM) e 20% 
de SFB. A suspensão celular foi distribuída em 
microplacas de 96 orifícios a uma concentração de lx10 6  
células/ml e as placas foram incubadas a 37°C em at-
mosfera contendo 3% de CO 2. O meio HAT foi trocado 
em 50% no terceiro, sétimo, décimo e décimo quarto 
dias após a fusão. No décimo sétimo dia, o meio HAT 
foi substituído em 50% por meio RPMI contendo HT 
(Hipoxantina 0,1mM e Timidina 0,016mM) e 10% de 
SFB que, por sua vez, também foi trocado em 50% por 
mais quatro vezes. Os hibridomas produtores de 
anticorpos para amostra EVI 88 foram tilados pela téc-
nica de irnunoperoxidase (IPX), expandidos e clonados 
por, no mínimo, duas vezes através da técnica das dilui-
ções limitantes (KOHLER e MILSTEIN, 1975). Os 
hibridomas clonados foram testados frente a 25 amos-
tras de herpesvírus em testes de IPX e em sua capacida-
de de produzir anticorpos neutralizantes em testes de 
soroneutralização. 

Imunoperoxidase (IPX) sobre cultivos celulares 
O teste de IPX permite a seleção dos hibridomas 

positivos, através da capacidade de ligação dos AcMs 
produzidos por estes, às células infectadas (SILVA, 
1995). Células MDBK foram cultivadas em microplacas 
de 96 orifícios e infectadas com 100 DICC 20  da amostra 
virai EVI 88. Quando evidenciado o início do ECP as 
placas foram submetidas à fixação das células com ace-
tona a 20% e secagem a 37°C durante 4 horas. Para a 
execução do teste de IPX, as células foram reidratadas 
por 5 minutos com PBS T-80 (8,5 g NaCI; 1,55 g 
Na2HPO4.2H20; 0,23 g; NaH2PO4 .H20; 5 ml Tween 80; 
1120 q.s.p. 1 1). Após a remoção do líquido hidratante, 
foram adicionados às placas 50 ml de sobrenadante puro 
do cultivo dos hibridomas. Soro controle positivo (soro 
policlonal anti-EVI 88 produzido em camundongos) e 
negativo (soro de camundongos normais) foram incluí-
dos em cada teste As placas foram submetidas a incu-
bação a 37 °C durante 15 minutos e, logo a seguir, a três 
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lavagens com PB S T-80. Foram adicionados, então, 50 
ml de conjugado peroxidase/anti imunoglobulina de 
camundongo (Sigma), adequadamente diluído em líqui-
do de diluição (29,5 g NaCI; 1,55 g Na2HPO4.2H20; 
0,23 g NaH2PO4.H20; 5 ml Tween 80; H 2O q.s.p..1 1; 
pH 6,4) e subseqüentemente as placas foram novamen-
te incubadas a 37°C por 15 minutos. Após novo proces-
so de lavagem, a prova foi revelada pela adição do 
substrato AEC (15 ml dimetil-formamida; 0,1 g 3- 
amino-9-ctilcarbazol) diluído como recomendado 
(HARLOW e LANE, 1988). 

Isotipagem dos AcMs 

Os isotipos dos AcMs produzidos foram deter-
minados através de um teste imunoenzimático do tipo 
ELISA de captura, adquirido comercialmente (Sigma) 
e seguindo metodologia recomendada pelo fabrican-
te. 

Análise da reatividade dos AcMs por IPX frente 

às amostras virais 

O teste de IPX também foi utilizado para análise 
da atividade dos anticorpos monoclonais produzidos 
frente a diferentes amostras de BIIV-1 e BHV-5 listadas  

na Tabela 1.0 teste foi realizado como descrito na tria-
gem dos hibridomas e repetido, no mínimo, uma vez. 

Teste de soroneutralização (SN) 

O teste de SN foi utilizado para a avaliação da ca-
pacidade neutraliz.ante dos AcMs produzidos, frente a  

amostra "EVI 88", isolada em 1995 a partir de um caso 
de encefalite (ROEHE et al., 1997). Para a realização 
do teste seguiu-se essencialmente protocolo descrito por 
HOUSE e BAKER (1971). Para a avaliação da capaci-
dade neutralizante dependente de complemento, o teste 
de SN foi repetido na presença de 10% de soro de cobaio 
como fonte de complemento. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram selecionados dez hibridomas reativos para 
a amostra EVI 88 de BHV-5. Estes hibridomas foram 
denominados BBD10, 2B6, 2C3, 2C5, 3A2, 3B 12, 31)2, 
31)11, 5E2 e 6A2. A isotipagem dos hibridomas reve-
lou que um dos AcMs (BBD10) era pertencente à clas-
se IgM. Os demais AcMs (2B6, 2C3, 2C5, 3A2, 3B12, 
3D2, 31311, 5E2 e 6A2) são pertencentes à classe IgG 3 . 
No teste de SN, nenhum dos AcMs produzidos apre-
sentou capacidade neutralizante frente à amostra EVI 
88, tanto na presença como na ausência de complemen-
to. 

Teste de IPX para análise da reatividade dos AcMs 
frente às amostras visais: 

Os dez hibridomas positivos foram analisados fren-
te às 10 amostras de BHV-5. O resultado desta análise 
encontra-se na Tabela 2. Nove dos AcMs produzidos 
reconheceram antígenos em todas as amostras de BHV-
5. O AcM BB1)10 reconheceu todas as amostras de 
BHV-5 testadas, à exceção da amostra EVI 190. 

TABELA 1 — Amostras de Herpesvírus Bovino tipo 5 (BHV-5) utilizadas na caracterização dos anticorpos 
monoclonais produzidos, de acordo com o quadro clínico associado e procedência 

1- Amostras isoladas no Centro de Pesquisa Veterinária Desidério Finamor; 2- Amostras gentilmente cedidas pelo 
Prof. Dr. Teimo Vidor, Universidade Federal de Pelotas (UFPeI); 3- Amostras cedidas pelo Prof. Dr. Rudi Weiblen, 
Centro de Ciências Rurais, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM);, 4- Amostras cedidas pelo Prof. Dr. 
Amauri Alfieri, Fundação Universidade Estadual de Londrina (FUEL); $$ De acordo com SILVA, (1995) 
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TABELA 2 — Perfil de reatividade dos anticorpos monoclonais (AcMs) produzidos, frente a diferentes amos-
tras de Herpesvfrus Bovino tipo 5 (BHV-S) 

Obs: — Reação negativa; 1+ Reação de intensidade baixa; 2+ Reação de intensidade média 3+ Reação de intensi 
dade forte; 4+ Reação de intensidade muito forte 

Devido ao elevado nível de semelhança antigênica 
entre BHV-1 e BHV-5, pouca importância vinha sendo 
dada ao BHV-5 como agente de uma enfermidade dis-
tinta daquelas causadas por amostras típicas de BHV-1. 
No hemisfério norte, mesmo em casos de encefalite as-
sociadas a herpesvírus bovinos, a maioria das amostras 
de vírus isoladas tem sido BHV-1, e não BH V-5 
(d'OFFAY et al., 1993). A similaridade antigênica en-
tre os dois tipos de vírus, associada à pequena ocorrên-
cia do BHV-5 naquele hemisfério, certamente vinham 
contribuindo para o limitado conhecimento sobre a 
epidemiologia de infecções pelo BHV-5, bem como 
sobre sua importância para a pecuária mundial., Por esta 
razão, com o intuito de fornecer subsídios para a análi-
se de infecções por BHV-5 e das características 
antigênicas desse tipo de vírus, o presente estudo foi 
realizado visando a produção de anticorpos monoclonais 
contra antígenos do BHV-5. A amostra EVI 88 foi es-
colhida para a produção dos AcMs por ter sido isolada 
de um caso clínico típico de encefalite bovina, além de 
apresentar um perfil de reatividade comum às demais 
amostras de BHV-5 disponíveis no laboratório, quando 
testada frente a AcMs preparados com antígenos de 
BIEV-1 (SILVA, 1995). Além disso, seu perfil de restri-
ção enzimática é similar ao de outras amostras de BHV-
5 descritas na literatura (d'OFFAY et al., 1993; 
HEINLEIN et al., 1993), e distinto daquele apresenta-
do por amostras de B HV-1 (dados não apresentados). 

Para a triagem dos hibridomas, titulação e caracte-
rização dos AcMs produzidos frente às amostras virais, 
o teste escolhido foi a IPX. Embora outros autores te-
nham utilizado ensaios imunoenzimáticos do tipo 

ELISA com essa finalidade (CHANG et al., 1986; 
MARSHALL et al., 1986; SHEN et al., 1981), traba-
lhos anteriores realizados pelo mesmo grupo (SILVA, 
1995) evidenciaram que o teste de ELISA por vezes 
não permitia uma diferenciação clara entre resultados 
positivos e negativos, gerando um grande número de 
resultados inconclusivos por ocasião da seleção dos 
hibridomas, o que dificultava em muito o trabalho de 
triagem. O teste de IPX, embora menos sensível que os 
ensaios imunoenzimáticos (HARLOW e LANE, 1988), 
se mostrou bastante eficaz e seguro na diferenciação 
dos resultados positivos e negativos, facilitando a ope-
racionalização das triagens. Não obstante, em trabalhos 
futuros, seria conveniente utilizar o teste de ELISA como 
prova adicional ao IPX na seleção de hibridomas, uma 
vez que é possível que alguns anticorpos sejam reagentes 
somente cm testes de ELISA, e não à IPX. Assim, al-
guns AcMs poderiam ser reconhecidos por somente um 
dos dois métodos de triagem, os quais, nesse caso, po-
deriam ser perdidos. 

Igualmente, para a caracterização dos AcMs pro-
duzidos frente a diferentes amostras de herpesvírus, a 
principal ferramenta utilizada também foi o teste de IPX. 
Por esta técnica, nove dentre os dez AcMs obtidos rea-
giram com todas as amostras de BHV-5. Esta constata-
ção revela que os AcMs aqui obtidos apresentam po-
tencial para uso com ferramentas para o diagnóstico de 
infecções pelo BHV-5. Em estudo prévio foi demons-
trada a possibilidade de diferenciar entre amostras de 
BHV-1 e BHV-5, porém, somente através da ausência 
de reatividade de AcMs anti-BH V-1 frente a algumas 
amostras de BHV-5 (SILVA, 1995; ROEHE et al., 1997). 
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Em comparação com aqueles, os AcMs anti-BHV-5 aqui 
descritos representam um passo evolutivo, uma vez que 
os mesmos reconhecem positivamente epitopos presen-
tes em amostras de BHV-5. No entanto, não foi ainda 
avaliada a capacidade de reação dos mesmos frente a 
amostras de 311V-1 ou outros herpesvírus. Esta avalia-
ção permanece mandatária, e deverá ser realizada em 
estudos futuros, envolvendo um número significativo 
de amostras de herpesvírus bovinos e de outras espéci-
es. 

Um dos AcMs (BBDIO) reconheceu um epitopo 
comum a nove das dez amostras de BHV-5 aqui testa-
das. Este AcM merece atenção especial, pois foi o úni-
co que apresentou perfil de reatividade distinto dentre 
todos os dez AcMs obtidos. No entanto, seu perfil de 
reatividade distinto já permite antever diferenças entre 
as amostras de vírus classificadas como tipo 5. Estas 
diferenças, na verdade, tem sido também detectadas em 
testes de neutralização cruzada (dados não apresenta-
dos). 

A maioria dos AcMs aqui produzidos reagiu com 
quase todas as amostras de BHV-5 testadas. O perfil 
uniforme de reatividade dos AcMs obtidos revela a exis-
tência de epitopos imunodominantes na preparação 
antigênica utilizada. Isto indica que a obtenção de AcMs 
que reconheçam diferenças menores entre amostras pro-
vavelmente necessitarão de preparações de antígeno 
mais purificadas. A utilização de antígenos preparados 
com proteínas purificadas por eletroforese ou por 
imunoafinidade poderiam ainda proporcionar prepara-
ções contendo epitopos mais raros, aumentando assim 
a chance de obtenção de AcMs com maior capacidade 
discriminatória (HARLOW e LANE, 1988). 

Estudos subseqüentes deverão ser realizados a fim 
de determinar com precisão em que proteínas encon-
tram-se os epitopos reconhecidos por estes AcMs. Além 
disso, a avaliação dos mesmos frente a outros herpesví-
rus, particularmente BHV-1, será objeto de estudo fu-
turo. 

CONCLUSÕES 

1—Os AcMs produzidos foram capazes de reco-
nhecer antígenos em todas as dez amostras de BHV-5 
testadas no presente trabalho. 

2—Os perfís de reatividade obtidos sugerem que 
existem diferenças antigênicas entre amostras de 
BHV-5. 
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