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RESUMO

Com o objetivo de otimizar a técnica de imunoistoquimica para deteccdo de herpesvirus bovino tipo 5
(BHV-5) em tecidos do sistema nervoso central fixado em formaldeido, foram avaliados diferentes
métodos de digestdo enzimatica, diferentes anticorpos e reagentes para bloqueio de reacdes inespecificas.
As reagdes apresentaram a maxima intensidade de coloragdo especifica e a quantidade minima de
coloragdo de fundo quando foram usadas protease de Streptomyces griseus (0,1%) ou proteinase K de
Tritirachium album limber (0,05%), mediante incubag@o durante 15 minutos a 37°C. Entre os anticorpos
monoclonais analisados, dois foram capazes de detectar BHV-5. As reagdes inespecificas foram
bloqueadas mais efetivamente pela incubacdo do tecido com caseina (0,5%), durante cinco minutos, ou
leite em po (2,5%), durante 60 minutos, ou soro eqiiino (2,5%), durante 60 minutos. Com a técnica
otimizada foi possivel a detec¢do de BHV-5 em material de arquivo.
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ABSTRACT

In order to optimize immunohistochemical technique (IHC) for detection of Bovine herpesvirus type 5
(BHV-5) on formalin-fixed sections of central nervous system, different methods of enzymatic digestion,
use of different antibodies and products for blocking of nonspecific reactivity were evaluated. The
reactions showed the highest intensity of specific coloration and the minimum amounts of background
when protease from Streptomyces griseus (0.1%) or proteinase K from Tritirachium album limber
(0.05%) were used, incubating for 15 minutes at 37°C. Only two of the tested monoclonal antibodies
specifically labelled BHV-5 antigen. The nonspecific reactions were blocked through incubation of tissues
with casein (0.5%) for five minutes or powdered milk (2.5%) for 60 minutes or equine serum (2.5%,) for
60 minutes. The optimized immunohistochemical method allowed the detection of BHV-5 antigen in
histopathological archives.
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INTRODUCAO

A fixagdo de tecidos com formaldeido e o
armazenamento em parafina sdo universalmente
utilizados no diagnoéstico histologico de rotina
(Fox et al, 1985). O uso do formaldeido
proporciona boa preservagdo da morfologia
celular, embora cause alteragdes estruturais
importantes nos antigenos teciduais, dificultando
ou impedindo o reconhecimento pelos anticorpos
em técnicas imunoistoquimicas (IHC) (Fox et al.,
1985; Macintyre, 2000; Ramos-Vara e
Beissenherz, 2000). Muitas das alteragdes
produzidas pela fixacdo com formaldeido podem
ser revertidas usando diversos métodos de
recuperacdo antigénica (Shi et al., 1991), tais
como aquecimento a altas temperaturas (Shi et
al., 1991), forte tratamento com solucdes acidas
ou alcalinas (Shi et al., 1997), uso de detergentes
e digestdo enzimatica (Ramos-Vara e
Beissenherz, 2000).

O herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) é o agente
causador da encefalite por herpesvirus em
bovinos (French, 1962), embora ocasionalmente
o herpesvirus bovino tipo 1(BHV-1) possa
também causar encefalites (Roels et al., 2000). A
enfermidade pode ser confundida com
polioenfalomalacia, intoxicagdo pelo chumbo e
outros agentes que conduzam a sinais clinicos do
sistema nervoso central (Riet-Correa et al.,
2002), além de causar surtos de grande
importancia econdmica (Riet-Correa et al., 1989;
Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002). A
otimizacdo da técnica adequada que permita
diagnosticar BHV-5 em material de arquivo e
pesquisar a distribuicdo de antigenos virais
representaria uma contribuicdo importante para o
estudo dessa infecgdo. O objetivo do trabalho foi
otimizar a IHC utilizando-se protocolos de
recuperagdo de antigenos de BHV-5 com
enzimas proteoliticas, em tecidos do sistema
nervoso central (SNC) fixados em formaldeido.

MATERIAL E METODOS

Para otimizagdo da técnica de IHC foram
utilizadas amostras do SNC de um bovino com
aproximadamente quatro meses de idade,
naturalmente infectado com BHV-5, e de outro
bovino da mesma idade, experimentalmente
infectado com a amostra de BHV-5 EVI 88/95
(D’Arce et al., 2001). As amostras do SNC

foram imersas em formaldeido tamponado 4%
(pH 7,4) por aproximadamente uma semana a
temperatura ambiente, processadas e incluidas
em parafina. Como controle negativo foram
utilizadas amostras do SNC de bovino nao
infectado, da mesma idade, incubadas com os
mesmos anticorpos especificos e conjugados.
Para avaliacdo da técnica foram ainda analisados
tecidos do SNC de um bovino que morreu de
encefalite em 1986 (Mendez et al., 1987) e de
outro acometido de encefalite em 2002 (Colodel
et al., 2002). Em ambos os casos, embora as
lesdes sugerissem encefalite herpética, o tecido
cerebral ndo foi submetido a isolamento ou ndo
foi obtido isolamento viral.

Cortes histologicos seriados de Spum de espessura
foram obtidos pelo método convencional. Os
cortes histoloégicos foram aplicados sobre
laminas recobertas com soluc@o de gelatina 0,3%
e fixados a 60°C durante 24 horas, ap6s o que as
laminas foram submetidas a IHC.

Apos a remogdo da parafina mediante imersdo
em xilol, foi feita reidratagdo dos cortes com
graduagdes de alcool. O bloqueio da peroxidase
endogena foi feito pela incubagdo das laminas
com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol,
durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As
laminas, lavadas com solugdo salina fosfatada;
0,01M (PBS), com pH ajustado para 7,4, foram
submetidas aos procedimentos que buscassem a
recuperagdo antigénica.

Os reagentes avaliados para a recuperacdo dos
antigenos virais no material fixado foram
tripsina’, protease de Streptomyces griseus2 e
proteinase K* de Tritirachium album limber. As
amostras do SNC foram tratadas com tripsina
0,1% (Img/ml) em PBS (pH 7,4) por 10 minutos
a 37°C em camara umida. Apds lavagem com
PBS foram colocadas em tampao citrato 10mM
(pH 6,0) durante dois minutos em forno de
microondas doméstico’ a 1600w (poténcia
maxima). A protease foi utilizada a 0,05%, 0,1%
ou 0,2% em PBS (pH 7,4) e incubada por 15
minutos a 37°C em camara umida. A proteinase
K foi testada em trés concentragdes, 0,005%,
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0,025% e 0,05%, em PBS (pH 7.4), por 15
minutos a 37°C em cAmara umida.

Apo6s submeter os cortes a acdo enzimatica,
avaliou-se o bloqueio de reagdes inespecificas,
utilizando-se caseina® a 0,5%, leite em pé
desnatado® a 2,5% e soro eqliino a 2,5%. Os
reagentes para bloqueio foram diluidos em PBS
(pH7,4). As laminas foram incubadas a
temperatura ambiente em camara umida, por
Smin para caseina, 5, 10 ¢ 60min para o leite em
p6 e 15 e 60min para o soro eqiiino .

Os cortes foram cobertos com solugdo contendo
o anticorpo primario diluido em PBS. Foram
avaliados trés soros policlonais, dois soros
policlonais obtidos apds a imunizagdo de coelhos
com BHV-5 e um soro policlonal dirigido contra
BHV-15, Oito  anticorpos  monoclonais
produzidos contra antigenos do BHV-5 também
foram utilizados (4E4, 306A3, 2F9, 101208,
2E2912, 2A6H4, HB241 e 22C1H6). Os
anticorpos monoclonais (Oldoni et al., 2002)
foram utilizados na forma de sobrenadantes de
cultura sem diluicdes subseqiientes. Cada
anticorpo foi testado em incubagdo sobre o
tecido por uma hora a 37°C ou overnight a 4°C.

Apods lavagem com PBS, os cortes foram
incubados durante 30 minutos com anticorpo
secundario (anti-IgG de camundongo ou anti-IgG
de coelho’ conjugado & biotina) e diluidos
conforme recomendacdo do fabricante. As
laminas foram incubadas com o complexo
peroxidase-estreptavidina-biotina®  durante 30
minutos. A reagdo foi revelada com 3°,3 —
diaminobenzidina'® (DAB a Img/ml, acrescido
de 25ul de H,O, no momento do uso). Os cortes
foram contracorados com hematoxilina de
Harris, desidratados em variados graus de alcool,
limpos em xilol e montados com Entellan'".

Na avaliacdo das laminas foram consideradas
reagdes especificas somente aquelas associadas a
marcagdo de células inflamatorias, células da glia
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e neurdnios, e que contrastavam com o tecido
adjacente de forma evidente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As enzimas proteinase K e a protease de
Streptomyces permitiram a detec¢do de antigenos
do BHV-5. Os resultados dos testes
imunoistoquimicos sdo apresentados na Tab. 1.
A digestdo com proteinase K a 0,05% ou
protease a 0,1% durante 15 minutos a 37°C
resultou em rea¢do de maxima intensidade de
coloragdo especifica.

Os resultados da avaliagdo de bloqueadores de
reagdes inespecificas sdo apresentados na Tab. 2.
As reagdes inespecificas foram bloqueadas mais
efetivamente por incubagdo do tecido com
caseina (0,5%), durante cinco minutos, ou por
leite em po (2,5%), durante 60 minutos, ou por
soro eqiiino (2,5%), durante 60 minutos.

A detecgdo do antigeno de BHV-5 foi possivel
utilizando-se os anticorpos monoclonais 4E4 e
2F9. A maior intensidade de marcac¢do foi
observada com o anticorpo monoclonal 2F9 (Fig.
1). A detecgdo de antigenos do BHV-5 (dados
ndo mostrados) também foi possivel utilizando-
se anticorpo policlonal comercial. Nao foi
possivel detectar BHV-5 pelos utilizados com os
dois soros policlonais obtidos mediante
imunizagdo em coelhos, nem tampouco com o0s
demais anticorpos monoclonais testados. Nao
foram detectadas marca¢des quando os soros e
anticorpos monoclonais foram utilizados sobre as
amostras de SNC de bovinos ndo infectados.

A técnica otimizada possibilitou a deteccdo de
BHV-5 em cérebro de casos de encefalite
ocorridos em 1986 (Mendez et al., 1987) e 2002
(Colodel et al., 2002). Em ambos casos BHV-5
foi detectado em neuronios, células da glia e em
células mononucleares do infiltrado perivascular.
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Tabela 1. Resultados da digestdo enzimatica para a detec¢do de BHV-5 em cérebro fixado com
formaldeido * seguido os reagentes

Reagente
Tripsina Protease Protease Protease Proteinase K Proteinase K Proteinase K
(0,1%)a (0,05%)b (0,1%)b (0,2%)b (0,005%)b (0,025%)b (0,05%)b
- - +++ ++ - ++ +++

* -1 negativo para presenga do antigeno; +: fraco positivo; ++: moderado; +++: forte; a: incubag@o por 10 minutos a temperatura de
37°C e posteriormente em tampdo citrato 10mM (pH 6,0) durante dois minutos no microondas a 1600w (poténcia maxima); b:
incubagéo durante 15 minutos a temperatura de 37°C. Como anticorpo primario foi utilizado o anticorpo monoclonal 2F9.

Tabela 2. Resultados imunoistoquimicos para detec¢do de BHV-5 em cérebro, com diferentes protocolos
de bloqueio de reagdes inespecificas**

Método de bloqueio
Caseina 0,5%" Leite em pb 2,5%’ Leite em pb 2,5%° Leite em p6 2,5%° Soro eqiiino 2,5%° Soro eqiiino 2,5%"
; ++ ++ - + -

** - auséncia de reagdes inespecificas; +: poucas reagdes inespecificas; ++: muitas reagdes inespecificas; a: incubagdo durante
cinco minutos a temperatura ambiente; b: incubagdo por cinco minutos a temperatura ambiente; c: incubagdo por 15 minutos a
temperatura ambiente; d: 60 minutos a temperatura ambiente; e: 15 minutos a temperatura ambiente; f: 60 minutos a temperatura
ambiente.

B

Figura 1. Técnica de imunoistoquimica (IHC) para detec¢do de BHV-5. (A) neurdnio positivo para antigeno de
BHV-5 (seta) em corte histologico de cérebro de animal infectado experimentalmente. (B) reagdo de THC
realizada em cérebro de bovino ndo infectado. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris.
Aumento 40x.
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A imunoistoquimica foi adaptada para a deteccdo
de BHV-5 em amostras fixadas em formaldeido
em funcdo do seu uso universal em técnicas
histologicas. O formaldeido promove ligagdes
cruzadas entre sitios reativos dentro da mesma
proteina ou entre proteinas, através de pontes de
metileno (Fox et al., 1985), modificando a
estrutura terciaria e quaternaria das proteinas
(Mason e O’leary, 1991). Gragas a essas
alteracdes, a imunorreatividade para muitos
antigenos pode ser perdida, reduzida ou muito
dificultada. Os métodos de recuperagio
antigénica utilizados em imunoistoquimica tém a
finalidade de quebrar essas ligagdes cruzadas,
visando expor os epitopos ao reconhecimento
pelos anticorpos (Shi et al., 1997). Suspeita-se
que a exposigdo a protedlise aumente a
permeabilidade do tecido, o que facilitaria o
acesso de anticorpos (Macintyre, 2000). Nesse
sentido, foi avaliado o uso de trés enzimas
proteoliticas  (hidrolases  peptidicas)  para
aumentar o acesso do antigeno alvo aos
anticorpos testados. Embora técnicas de IHC
para detec¢do de BHV-5 tenham sido
anteriormente estudadas, nelas empregou-se o
sistema peroxidase-anti-peroxidase ou outro
fixador (Meyer et al., 2001). Acredita-se que o
sistema avidina-biotina utilizado no presente
trabalho tenha maior sensibilidade do que o
sistema peroxidase-anti-peroxidase (Bullock e
Petrusz, 1989). Além disso, o uso de outro
fixador que ndo o formaldeido ¢ de dificil
implementagdo na rotina de laboratorio de
diagnostico histologico (Dapson, 1993).

Neste trabalho foram utilizadas as enzimas
tripsina, proteinase K e a protease de
Streptomyces griseus, todas serina-proteases que
clivam proteina nas pontes peptidicas que
envolvem o grupo carboxila de arginina ou lisina
(Darling e Morgan, 1994). O tratamento com
tripsina combinou a ag¢do proteolitica a do calor,
mas ndo possibilitou a recuperacdo de antigenos
do BHV-5. Assim, ndo estd claro se esse
protocolo ndo foi suficiente para viabilizar o
acesso dos anticorpos aos antigenos. E possivel
que os epitopos envolvidos tenham sido
destruidos pela combinacdo desses dois agentes.
O tratamento dos tecidos com proteinase K e
protease de Streptomyces griseus consistiu
somente de protedlise e foi adequado para a
deteccdo de antigenos do BHV-5. A proteinase K
de Tritirachium album limber foi eficaz na
recuperagdo de antigenos do BHV-5 em cérebro

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, n.1, p.1-6, 2005

de animais infectados em concentragdo menor do
que a obtida por protease de Streptomyces
griseus. O uso de proteinase K na recuperagdo
especifica de antigeno de BHV-5 ja foi relatado
por d’Offay et al. (1995), porém em menor
concentragdo (0,0025%) e tempo (oito minutos a
temperatura de 37°C) do que os utilizados neste
trabalho (0,05% por 15 minutos a temperatura de
37°C). O uso de maior concentragdo de enzima
proteolitica, com exposi¢do mais prolongada,
pode ter sido conseqiiéncia da fixagdo em
formaldeido por periodo mais longo que os
descritos por d’Offay et al (1995) e Macintyre
(2000). Dados indicam que imunorreatividade
dos antigenos diminui progressivamente durante
esse processo (Battifora e Kopinski, 1986;
Macintyre, 2000). A intensidade na qual a
digestdo devera ser feita pode depender do tipo
de antigeno a ser recuperado e do tipo de tecido a
ser analisado. Além disso, o efeito da agdo
enzimatica ¢ dependente de uma combinagdo
entre concentracdo de enzima, temperatura e
duragdo da digestdo, por isso tem sido relatadas
diferengas marcantes na detectabilidade de
diferentes antigenos.

Nao foram encontradas dificuldades no bloqueio
de reagdes inespecificas, embora isso possa
ocorrer em alguns tecidos (Bullock e Petrusz,
1989). O fator mais importante para o adequado
bloqueio das reagdes inespecificas foi o tempo de
incubagdo.

O tratamento com as enzimas proteinase K ou
com a protease de Streptomyces griseus
possibilitou o reconhecimento  antigénico
somente pelos anticorpos monoclonais 4E4 e
2F9. Isso pode ser explicado pela destruigdo dos
epitopos reconhecidos pelos outros anticorpos,
reconhecimento de epitopos diferentes na mesma
ou em outra molécula e pela diferenca na
afinidade entre os anticorpos. Assim, para cada
anticorpo a ser utilizado em IHC ¢ necessario
avaliar a metodologia de recuperagdo antigénica
para se obter o reconhecimento.
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