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RESUMO

DEVENS, Bruna Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2009. Producao de hibridomas e clones para obtencéo de anticorpos
monoclonais anti -Neospora caninum Nc-1 (Apicomplexa,
Sarcocystidae).Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-
orientadores: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Laércio dos Anjos
Benjamin.

O Neospora caninum €& um protozoario apicomplexa com implicagdo em
abortamentos em muitos paises. Estdo inclusas nas perdas econdmicas, 0s
abortamentos, a proporcdo de vacas descartadas e a reposicdo de novos
animais no rebanho, a queda na producao leiteira, bem como na producédo de
gordura no leite. Sabe-se que os kits diagnosticos existentes no mercado séo
de alto custo e ndo sdo produzidos no mercado nacional, necessita-se,
oferecer alternativas de diagndstico confidveis, e rapidas, com tecnologia
nacional. A proposta do presente trabalho foi a producdo de anticorpos
monoclonais (AcM) de alta afinidade contra o Neospora caninum (amostra Nc-
1), para a utilizacdo em testes de imunodiagnostico como imunofluorescéncia,
imunoistoquimica, ELISA e dot-ELISA. Para a producdo dos AcM usou-se o
protozoario sonicado, proveniente da cultura em células VERO e foi purificado
por filtracdo, utilizaram-se os taquizoitos para a imunizacdo dos camundongos
BALB/c, usando como adjuvante a saponina, 0 que permitiu a obtencdo de
anticorpos policlonais. A fusdo das células esplénicas, provenientes dos
camundongos imunizados, com as células de mieloma SP2/0 resultou na
obtencdo de 72,4% de hibridomas secretores de anticorpos anti-Nc-1. Apos a
clonagem por diluicdo limitante obteve-se 78,2% dos clones secretores de
anticorpos anti-Nc-1. Apos a reclonagem por diluicdo limitante, foram obtidos 4
clones secretores de AcM da classe 1gG. Os AcM IgG2a obtidos foram capazes
de revelar as proteinas de massa molecular 25 kDa e 70 kDa por “western
blotting” e inibirem a multiplicagdo dos taquizoitos em células VERO. Os
anticorpos monoclonais produzidos poderao ser usados no desenvolvimento de
testes mais sensiveis para estudos epidemiolégicos da neosporose ou poderao
ser utilizados na identificacdo de proteinas relevantes para o desenvolvimento

de vacinas.
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ABSTRACT

DEVENS, Bruna Alves, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of
2009. Production of hybridomas and clones to obtain monoclonal
antibodies anti - Neospora caninum Nc-1 (Apicomplexa,
Sarcocystidae). Adviser: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-advisers:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo and Laércio dos Anjos Benjamin.

The Neospora caninum is a protozoan apicomplexan with implication in
abortions in many countries. They are included in the economical losses, the
abortament, the proportion of discarded cows and the replacement of new
animals in the flock, the fall in the milk production, as well as in the fat
production in the milk. It is known that the kits existent diagnoses in the healthy
market of high cost and they are not produced at the national market, it is
needed, to offer diagnosis alternatives reliable, and fast, with national
technology. The proposal of the present work was the production of monoclonal
antibodies (mADb) of high likeness against the Neospora caninum (sample Nc-1),
for the use in immunodiagnostic tests as immunofluorescence,
immunohistochemistry, ELISA and dot-ELISA. For the production of mAb the
sonicated protozoan was used, originating from the culture in cells VERO and it
was purified by filtration, it was used the tachyzoites for the immunization of the
mice BALB/c, using as saponin adjuvant , what allowed the obtaining of
polyclonal antibodies. The fusing of the esplenic cells of the immunized mice
and the myelomas SP2/0 resulted in the obtaining of 72,4% of hybridomas
secretors of antibodies anti-Nc-1. After the cloning for limiting dilution was
obtained 78,2% of the clones secretors of antibodies anti-Nc-1. After the
recloning for limiting dilution, they were obtained 4 clones secretors of mAb of
the class IgG. Obtained mAb IgG2a were capable to reveal the proteins of mass
molecular 25 kDa and 70 kDa for "western blotting" to inhibit the multiplication
of the taquyzoites in cells VERO. The monoclonal antibodies produced can be
used in the development of more sensitive tests, in the epidemic studies of the
neosporosis or they can be used in the identification of relevant proteins for the

development of vaccines.

XVi



1. INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario que foi inicialmente reconhecido em
cées por BJERKAS e colaboradores em 1984, que descreveram a enfermidade
neurolégica em filhotes de cédes da Noruega, 0s quais apresentavam
encefalomielite, miosite e paresia. Parasitos livres foram encontrados no
cérebro e nos musculos dos caes, e formas encistadas no cérebro, que se
assemelhavam a Toxoplasma gondii, porém, os testes sorologicos realizados
foram negativos para o mesmo.

Pouco tempo depois, DUBEY et al. (1988) tornaram a analisar os cortes
histoldgicos dos 23 cdes mortos em 1984. Desses animais somente 13 foram
confirmados para T. gondii, enquanto nos outros se identificou um novo género,
Neospora, e uma nova espécie.

O novo género foi devido as diferencas observadas quando comparado
a T. gondii. Primeiro, os sinais clinicos foram relacionados a paresia e paralisia
dos membros pélvicos os quais ndao sdo observados na toxoplasmose. A
espessura da parede do cisto de N. caninum é menos delgada que de T. gondii
(DUBEY et al., 1988).

N. caninum foi relacionado, inicialmente, como agente patogénico para
bovinos por THILSTED e DUBEY (1989) e, desde entdo, vem sendo associado
a prejuizos econdémicos consideraveis em toda a cadeia produtiva do leite.

A neosporose € uma das causas mais importante da falha reprodutiva,
do abortamento e da mortalidade neonatal, e a doenca representa um
problema significante para médicos veterinarios, pois ndo apresenta um sinal

clinico evidente que a caracterize, aparte o abortamento ou nascimento de um



bezerro doente. Além disso, as vacas infectadas por N. caninum tém trés vezes
mais chances de abortar do que as vacas soronegativas (JENKINS, 2005).

Segundo DUBEY et al. (2003) o Neospora caninum é o protozodrio
apicomplexa com maior implicacdo em abortos em muitos paises. LINDSAY et
al. (1996) observaram abortos entre o terceiro e 0 oitavo més da gestacao das
vacas, sendo que a maioria dos fetos abortados examinados tinha idade
gestacional entre quatro e seis meses.

Segundo JUNQUEIRA e ALFIERI (2006), no Brasil, uma vaca que nao
produz um bezerro por ano, em conseqiéncia de mortalidade embrionaria
precoce ou tardia, abortamento, mortalidade perinatal e mortalidade neonatal
gera uma despesa sem retorno de US$ 77,97, ocasionando prejuizos

econdmicos no ciclo de producéo da pecuaria bovina de corte.

Além disso, foi constatado por HERNANDEZ et al. (2001) que as vacas
soropositivas produzem 1Kg/dia a menos de leite comparadas com as
soronegativas, além dos custos associados com a repeticdo do cio, aumento
do intervalo entre partos, e aumento do descarte das vacas. Os Kkits
diagnosticos existentes no mercado sdo de alto custo e produzidos por
laboratérios dos Estados Unidos da Ameérica, Canada e alguns paises da
Europa, o que dificulta o seu uso.

O teste ELISA tem sido largamente utilizado no diagnostico de infeccbes
em Medicina Veterinaria (WRIGHT et al., 1993), por ser rapido e de facil
analise dos resultados. O teste de ELISA de captura com anticorpos
monoclonais pode se converter em uma ferramenta muito atil para o
estabelecimento de estratégias de controle (ITO et al., 2001).

A biotecnologia € um ramo do conhecimento cientifico que faz uso de
sistemas celulares para o desenvolvimento de processos e produtos de
interesse econdmico e social. Entre esses sistemas celulares, os hibridomas
secretores de anticorpos monoclonais (AcM) contra agentes microbianos sao
de grande interesse biotecnoldgico. Os AcM tém sido amplamente empregados
na deteccdo e caracterizagcdo imunoquimica de diversos componentes
celulares, em testes imunodiagnosticos e na identificacdo de patdégenos
relacionados com doencas humanas e animais, entre outros usos (LENAARS
e HENDRIKSEN, 2005).



O objetivo deste estudo foi a producdo de anticorpos monoclonais de
alta afinidade contra N. caninum, para utlizacdo em testes de
imunodiagnastico, tais como: imunofluorescéncia, imunoistoquimica ou ELISA

de captura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biologia e ciclo de vida do Neospora caninum

Segundo DUBEY et al. (1996) Neospora caninum € um protozoario do
filo Apicomplexa, classe Sporozoea, familia Sarcocystidae, subfamilia
Toxoplasmatinae, que pode infectar canideos selvagens, domésticos,
ruminantes e equinos. De acordo com DUBEY et al. (2002) a neosporose €
causada por N. caninum que foi descrito por DUBEY em 1988. Toxoplasma
gondii € um protozoario coccidio intracelular obrigatério (NICOLLE e
MANCEAUX, 1908 apud, BARBOSA, 2002) da familia Sarcocystidae,
subfamilia Toxoplasmatinae (TAN, 1997), género Toxoplasma (DUBEY, 1994).

N. caninum € um parasito morfologicamente semelhante a Toxoplasma
gondii, diferindo deste apenas pela imunogenicidade e patogenicidade
(DUBEY, 2003).

O Neospora caninum apresenta roptrias, multiplica-se por endodiogenia
e possui formato ovéide, ou lunar (DUBEY et al, 1988). HEMPHILL e
GOTTSTEIN (1996) determinaram que 0s parasitos sdo encontrados em
células do sistema nervoso, macréfagos, fibroblastos, células do endotélio
vascular, midcitos, células do epitélio dos tubulos renais e hepatécitos dos
animais infectados. Os taquizoitos penetram ativamente nas células
hospedeiras, instalando-se em um vacuolo parasitéforo.

Os taquizoitos possuem em sua composi¢cdo amilopectina, micronema,

ndcleos, roptrias, granulo denso, como se pode observar na Figura 1.



Figura 01- Estrutura do taquizoito do Neospora caninum, Am Amilopectina, Mn micronema, Nu
Nucleos, Rh Roptrias, Dg granulo denso. Fonte:(KANG, et al., 2008)

DUBEY et al. (1996), verificaram que o0s cistos teciduais sé&o
arredondados ou elipticos e tém sido encontrados geralmente em células do
sistema nervoso, como cérebro, medula espinhal, nervos, retina e musculatura
esquelética dos hospedeiros intermediarios. DUBEY et al. (1998) descreveram
cistos tissulares de N. caninum em cérebro e lesdes multifocais de miosite ndo
supurativa, com a presenca de taquizoitos no sistema nervoso, coracao e
musculatura esquelética de cdes com neosporose. Além de também serem
encontrados na lingua e coracdo de ovinos por SOUZA SILVA (2005). No
interior dos cistos encontram-se o0s bradizoitos, os quais sdo delgados,
contendo as mesmas organelas dos taquizoitos, porém com um menor nimero
de roptrias e maior numero de granulos de amilopectina (JARDINE, 1996).

Os oocistos contem dois esporocistos com quatro esporozoitos cada,
esporulando no meio ambiente, em 24 horas (McCALLISTER et al., 1998).

MCALLISTER et al. (1998) e GONDIM et al. (2004) respectivamente,
demonstraram experimentalmente que cées e coiotes s&do hospedeiros
definitivos do N. caninum.

Neospora caninum possui diversos hospedeiros intermediarios, DUBEY
(2003) relatou como hospedeiros os seguintes animais: bovino, equino, cabra,
ovelha, bufalo, veado e antilope. Tem-se o rato doméstico (Rattus novergicus),
descrito por HUANG et al. (2004), a raposa por ALMERIA et al. (2002) e



guaxinim por LEMBERGER et al. (2005), também considerados hospedeiros
intermediarios.

Caes e coiotes infectam-se ingerindo tecidos de bovinos e de outras
espécies as quais contenham cistos, além da ingestdo de oocistos esporulados
livres no meio-ambiente, denominada de transmissdo horizontal. Segundo
TREES (1999), a transmissdo vertical ou transplacentaria € a forma mais
freqiente de infeccdo por N. caninum, sendo uma importante forma de
manutencdo do agente nos rebanhos. DUBEY (2003) afirmou que assim como
existe a transmissdo vertical nos hospedeiros intermediarios, neles também
ocorre a transmissdao horizontal pela ingestdo de &gua ou alimentos
contaminados com oocistos e cistos teciduais. ANDERSON et al (2000)
determinaram que as fémeas bovinas originadas de outras fémeas infectadas
podem assim nascer, a transmissdo € denominada congénita e ocorre a
manutencao do agente para seus descendentes em futuras gestacoes.

Um estudo recente realizado na Holanda por BARTELS et al. (2007)
estimou que a probabilidade da ocorréncia da transmisséo vertical é de 62%,
comparado com 3,3% da probabilidade da transmisséo horizontal.

As galinhas s&o animais cosmopolitas que podem ser usadas na
alimentacéo dos cdes. COSTA et al. (2008) observaram que esses animais sdo
hospedeiros intermediarios para o N. caninum, demonstrando a sua
importancia epidemioldgica ja que confere uma distribuicdo ainda mais ampla
do protozoario e a possibilidade de outras espécies de aves também serem
naturalmente infectadas. Tendo-se em vista 0 exposto sobre o ciclo biolégico

do N. caninum, é possivel observar na Figura 02 a representacédo deste ciclo.
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Figura 02- Ciclo de vida do Neospora caninum. Adaptado de DUBEY, 1999.

A transmissao pela conjuntiva € uma nova rota de infeccao do N.

caninum avaliada por YANIZ et al. (2007), demonstrando que por essa via

existe a producdo sistémica de anticorpos e alteracGes patolégicas tanto nas

vacas prenhas como no feto.



A presenca do DNA de N. caninum no sémen de touros naturalmente
infectados foi reportada em 2004 por CAETANO DA SILVA e colaboradores.
SERRANO (2006) demonstrou o potencial da contaminacdo via inseminacao
artificial, e via intra-uterina pelo contato do sémen contaminado. O estudo
realizado por MASUDA et al. (2007) com camundongos demonstrou que 0s
machos imunodeficientes mantinham os taquizoitos nos testiculos e vesicula
seminal, ocorrendo a transmissdo venérea em fémeas imunodeficientes e poér

consequUéncia a transmissao transplacentaria para os fetos.

2.2. Controle da neosporose

A fim de prevenir a infecgéo pelo N. caninum deve-se ficar atento com as
medidas de controle revisadas por DUBEY et al. (2007), as quais seriam evitar
que os caes contaminem o alimento e a 4gua dos bovinos com as fezes, evitar
que os cées alimentem-se com a placenta bovina, e por fim evitar a presenca
dos roedores nas fazendas.

Segundo REICHEL e ELLIS (2002), ndo h& indicativos de agentes
quimioterapicos efetivos que podem ser usados para prevenir a transmissao
vertical da neosporose bovina e ha preocupacdes que o tratamento longo com
algumas drogas podem resultar em residuos na carne e leite dos animais
produtores.

A vacina comercial, Bovilis® Neoguard inclui uma preparacdo morta de
taquizoitos do N. caninum com um adjuvante Spur® e esta comercialmente
disponivel em varios paises (INNES 2007). Dados da eficacia na vacina
mostram que obteve ao redor de 50% de efeito protetor contra abortos que
acontecem a 5-6 meses de gestacdo em gado na Costa Rica e em Nova
Zelandia. O gado vacinado mostrou uma taxa de aborto global de 4,3%
comparado com 5,7% dentro dos nao vacinados (INNES 2007), evidenciando a
nao efetividade da vacina. ROMERO et al., 2004, afirmaram que a vacina é
avaliada em muitos paises do mundo, mas sua eficacia é discutida pela
comunidade cientifica. Além disso, um programa de vacinacdo pode ser eficaz
em um pais, porém nao ser efetiva em outro.

Segundo DUBEY (2004), a vacina possui efeito desconhecido na
prevencao da infeccao fetal, sendo assim, ndo ha nenhuma eficacia conhecida

contra infec¢cdes congénitas. Uma vacinacdo que produza a imunidade do
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animal e impeca a infec¢cdo aguda por Neospora caninum de chegar a placenta
provavelmente seria o procedimento mais confiavel.

Além disso, apesar dos avang¢os imunobioquimicos no estudo de N.
caninum, ainda nao foi elaborada uma vacina eficiente para a prevencdo da
doenca (DUBEY et al., 2007). Segundo INNES et al. (2007), ainda ha muitos
desafios para se chegar a vacinas efetivas contra a neosporose bovina, é
preciso uma melhor compreensao da relagdo do hospedeiro e parasito durante
a gravidez, desenvolver modelos de animais apropriados e protocolos para
testar a eficacia de futuros candidatos a vacinas e a determinacdo das suas
implicagdes imunoldgicas na infeccdo congénita. Assim as vacinas até entdo
desenvolvidas para neosporose, ndo conferiram imunidade eficiente contra os
abortamentos em bovinos.

GONDIM (2008) afirma que diante dos diferentes problemas
apresentados, como a expansao do espectro dos hospedeiros do N. caninum,
a inducdo das reacfes cruzadas por protozoarios afins, como Hammondia
heydorni e Neospora hughesi, outras provaveis vias de transmisséo do parasito
e a falta de vacinas eficientes tornam ainda mais complexo o controle da

Neosporose.

2.3. Diagnéstico

A presencga de anticorpos num animal indica a exposi¢cdo ao parasito ou
a um parasito estritamente relacionado que permite a reacdo cruzada, néo
indicando necessariamente a existéncia de uma infeccéo ativa (VARDELEON,
et al., 2001).

O diagnéstico da neosporose segundo WOUDA et al. (1997) baseia-se
em exames histopatoldgicos dos fetos abortados, analisando as caracteristicas
das lesbes dos tecidos fetais com testes de imunoperoxidase e PCR (Reacao
de Polimerase em Cadeia). Realiza-se a observacédo microscopica das lesdes
dos tecidos, principalmente no cérebro, no entanto, ndo se considera um
procedimento sensivel (BOGER e HATEL, 2003). Estes mesmos autores
consideram que em muitas situagbes por ndo haver a avaliacdo dos fetos
abortados, a escolha sdo os diagnoésticos soroldgicos (WAPENAAR, et al.,

2006). Os testes soroldgicos utilizados com maior freqiéncia sdo ELISAs



(Enzime-Linked Immunosorbent Assay), imunofluorescéncia e immunoblot
(HOANE, et al., 2006).

A imunofluorescéncia indireta foi o primeiro teste soroldgico
desenvolvido em 1988 por DUBEY. E a técnica mais comumente utilizada dos
diagnosticos soroldgicos, apesar de ser um teste subjetivo (DUBEY e
LINDSAY, 1996). Enquanto nos diferentes tipos de ELISA sao utilizados o
extrato de taquizoitos, os taquizoitos inteiros, os antigenos de taquizoitos
incorporados a um complexo imunoestimulante ou antigenos recombinantes
(HEMPHILL e GOTTSTEIN, 2000). Os taquizoitos de cepas do N. caninum
isoladas de bovinos e de cdes sdo mantidos em cultivo in vitro, seguindo a
técnica utilizada por ANDERSON et al. (2000). N&ao existem indicacdes de que
pequenas diferencas antigénicas entre os isolados afetam a eficacia dos testes
(BJORKMAN et al., 1999).

Ha um grande numero de testes soroldgicos que tém sido desenvolvidos
para a deteccdo dos anticorpos contra o N. caninum, mas nao sao
generalizadamente aceitos. O direcionamento na escolha do ELISA deve-se a
uma analise de um namero maior de soros e a sua realizagcdo em um curto
espaco de tempo. Ao mesmo tempo, os ELISAs ndo sao testes padronizados e
ndo possuem uma titulacdo de corte, tornando complexa e subjetiva a
interpretacdo dos seus resultados (LASRI, et al.,, 2004). O ELISA de
competicdo, utilizando anticorpos monoclonais dirigido ao antigeno de
superficie de 65 kDa do taquizoito do N. caninum € um método mais especifico
(BJORKMAN, et al, 1994), por usar proteinas purificadas especificas do N.
caninum (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Neospora caninum possui proteinas de superficie que sao responsaveis
pelo processo de adesao e invasdo na célula hospedeira. Dentre as proteinas
tem-se a NcSRS2, que é predominante nos isolados do parasito e utilizada
como antigeno para a realizacdo do ELISA, tendo-se observado uma alta
sensibilidade e especificidade (NISHIKAWA et al., 2000). Estdo sendo
estudados por INNES et al. (2002) os testes de ELISAs que distinguem as
infecgdes recentes das infecgdes cronicas.

O NAT, teste de aglutinacédo para anticorpos anti-N. caninum, nao exige
anticorpo secundério marcado, sendo considerado de simples execucdo
(CANADA et al., 2004).
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A deteccdo de oocistos do N. caninum nas fezes também pode ser
realizada. No entanto, por existir outros coccidios que possuem a mesma
morfologia do Neospora, essa metodologia torna-se complexa de ser adotada.
Diante disso, a descricdo por métodos moleculares do parasito nas fezes, tem
sido realizada por PALAVICINI et al. (2007), seguindo a técnica de PCR.
Porém, a sensibilidade da PCR € baixa pelo pequeno nimero de oocistos
encontrados nas fezes dos animais. O N. caninum e Hammondia heydorni
apresentam oocistos morfologicamente indistinguiveis, no entanto, as técnicas
de diagnostico molecular e o sequenciamento do DNA sdo utilizados na
diferenciacdo desses dois géneros (SLAPETA, et al., 2002). Assim como pode
realizar a identificagdo da quantidade do DNA do N. caninum presente nos
tecidos infectados conforme os trabalhos de CAETANO DA SILVA, et al.,
(2004).

SILVA et al. (2004) por meio de Western Blotting ou Immunoblotting, que
sdo testes de alta sensibilidade e especificidade, reconheceram quatro
imunodominios de 17, 29, 30 e 37 kDa do N. caninum, porém concluiram que
nao sao técnicas de imunodiagndstico para serem utilizadas na rotina.

Os anticorpos monoclonais tém sido utilizados para deteccdo da
proteina de choque 70 (HSP70) assim como no estudo de vacinas e drogas
para o controle do N. caninum (LIAO et al., 2005).

A neosporose € uma doenca emergente que afeta animais em todo o
mundo. Assim, é necessario um diagndstico preciso para comprovar ou
descartar a presenca do N. caninum no animal. Além da sua importancia na
adocao de medidas adequadas de controle e estabelecimento da epidemiologia
da infec¢do (BOGER e HATTEL, 2003).

2.3.1. Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta
A técnica de RIFI foi a primeira técnica soroldgica aplicada a neosporose
e tem sido muito utilizada como prova de referéncia, sendo DUBEY em 1988 o
pioneiro nessa metodologia para o N. caninum. DUBEY e LINDSAY (1996)
utilizaram os taquizoitos cultivados em células VERO como antigenos para o
preparo das laminas para a RIFIl. Contudo, existe uma série de dificuldades
relativas a técnica, citadas por BJORKMAN e UGLA (1999), como a

subjetividade na interpretacdo dos resultados e a necessidade de experiéncia
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prévia do profissional para a realizacdo da técnica e a sua leitura em
microscopio de imunofluorescéncia.

O método de RIFI ja foi utilizado no diagnéstico da neosporose por
DUBEY et al. (1996) em varias espécies animais: cdes, raposas, gatos,
bovinos, ovinos, caprinos, bufalos, equlinos, roedores e primatas. A RIFI é
considerada como padrédo ouro, ou seja, padrao para calibrar e comparar com
0s novos testes adotados (BJORKMAN et al., 1999). E usada principalmente
na deteccdo de anticorpos direcionados aos antigenos da superficie celular do
parasito. Segundo VARDELEON et al. (2001), o método de RIFI é altamente
sensivel e identifica todas as amostras reagentes com o anticorpo secundario

marcado com fluoresceina.

2.3.2. Western Blot

O método de Western Blot identifica especificamente as reacbes
antigeno-anticorpo direcionadas as proteinas especificas. O Western Blot tem
sido muito utilizado como teste confirmatdrio para Neospora sp. em muitas
espécies animais, sendo considerado um teste especifico. Assim, quando se
associa esta técnica aos métodos de RIFI ou ELISA a prevaléncia da
neosporose diminui, sugerindo que a infeccdo é menos comum quando
comparada com os resultados dos demais testes sorolégicos (HOANE et al.,
2006).

ANDREOTTI et al. (2003) afirmaram que os métodos soroldgicos devem
ser utilizados com cautela no diagnostico do abortamento por N. caninum,
sendo a confirmacao realizada pela demonstracdo do parasito ou do seu DNA
no feto, preferencialmente em associacdo com a patologia caracteristica da

Neosporose.

2.4. Epidemiologia e Impacto Econémico da Neosporose bovina

Muitos estudos epidemiolégicos séo realizados no mundo inteiro, assim
como no Brasil. No sul do Brasil, CORBELLINI et al., (2002) demonstraram que
39,1% das causas de aborto em bovinos séo referentes a N. caninum. Assim,
em 2006, COBERLLINI afirma a importancia da neosporose como causa de

abortos em bovinos no Brasil.
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ANDERSON et al., (1995) afirmaram que o Neospora caninum esta
distribuido pelos cinco continentes, existindo uma variagdo consideravel entre
0S paises, principalmente quanto ao tipo de producdo que cada um realiza,
exemplificando que a Califérnia possui na bovinocultura de leite 42,5% das
causas de abortamento pela neosporose. Perdas na ordem de US$ 35 milhdes
anuais foram relatadas por ANDERSON et al., (1991) neste pais devido aos
abortamentos e na Nova Zelandia as perdas econdmicas anuais na industria
leiteira alcancaram US$12 milhdes. PFEIFFER et al., (1997) afirmaram que
estdo inclusas nestas perdas, os abortamentos, a propor¢cdo de vacas
descartadas e a reposi¢cdo de novos animais no rebanho, a queda na producao

leiteira, bem como na producéo de gordura no leite.

Para HADDAD et al., (2005), a industria leiteira canadense obteve uma
perda anual atribuida a N. caninum de aproximadamente US$1.766,51 por 100
matrizes ou US$18,00 por matriz infectada. Para rebanhos, assumindo um
tamanho médio de 61 matrizes, foi estimada a perda de US$1.426,11 por
rebanho infectado, devido principalmente a influéncia da variacdo da
prevaléncia animal dentro do rebanho. Aproximadamente 50% das perdas
econdmicas foram atribuidas a abortamentos.

No estado da Bahia, GONDIM et al.,, (1999), determinaram que a
prevaléncia da neosporose foi de 14,09%. CORBELLINI et al.,, (2002)
determinaram que no Rio Grande do Sul, as vacas com histérico de aborto
apresentaram soropositividade de 23%, enquanto as que ndo tinham historico
de aborto a prevaléncia foi de 8,3%. OGAWA (1999) observou que na regiao
norte do estado do Parana existia um porcentual de 11,69% de
soropositividade para N. caninum. Assim como no Para, a prevaléncia foi de
19,2% para bovinos de corte e 17,5% para bovinos de leite. MINERVINO et al,
(2007) e GORETTI et al. (2002) identificaram que a prevaléncia de N. caninum
nos soros fetais bovinos em Minas Gerais € de 11,5 % e RAGOZO et al. (2002)
determinaram que o0s bovinos adultos em Minas Gerais possuiam uma
prevaléncia de 29% para a nheosporose.

No Brasil, ha diversos tipos de infec¢cdes que provocam o abortamento.
Foi demonstrado que muitos deles ocorrem na Diarréia Viral Bovina (BVD), na
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (Herpesvirus Bovino tipol, BHV-1) e na
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Neosporose. Observou-se no sul do Brasil que 39,01% dos fetos abortados
tiveram como causa a neosporose (CORBELLINI et al., 2002). O diagndéstico
da neosporose € considerado dificil, pois ndo ha um método de rotina
padronizado (DUBEY e SCAHRES, 2006). Assim, a pesquisa para desenvolver
uma ferramenta para ser utilizada na investigagdo parasito-hospedeiro, no seu

diagnéstico e no controle da doenca é indispensavel para o Brasil.

2.5. Imunologia da Neosporose

A resposta ao N. caninum é dependente de respostas imunes mediadas
por citocinas proé-inflamatérias produzidas por linfécitos T CD4+ tipo 1 (Thl).
Durante a infeccdo aguda, IL-12 é produzida por células fagocitarias infectadas,
diferenciando linfécitos T CD4+ e CD8+ em subpopulacdes produtoras de
citocinas proé-inflamatérias e estimulando células NK a produzirem [FN-y
(interferon gama), ativando macréfagos e eliminando células infectadas pelo
parasito, por meio de mecanismos mediados por oxido nitrico (HEMPHILL,
1999).

A importancia das células T na infeccdo por N. caninum foi demonstrada
quando camundongos atimicos apresentaram 100% de mortalidade antes de
completar 30 dias de infec¢do. A maior susceptibilidade destes animais sugere
gue as células T tém papel chave na supressao da propagacao dos taquizoitos.
Em contrapartida, a adi¢cdo de IL-4 em culturas de macréfagos infectados com
N. caninum e tratados com IFN-y aumentou a viabilidade dos taquizoitos.
Consequentemente, o balanco de IFN-y e IL-4 é crucial para o controle da
infeccdo (NISHIKAWA et al., 2003).

A infeccd@o natural e experimental no gado é similar a resposta imune em
camundongos, a qual foi observada por WILLIAMS et al. (2000), onde a
principal resposta imune na protecao contra N. caninum foi do tipo T helper 1
(Thl) que se caracteriza por IFN-y e 1gG, que inibem a multiplicagdo dos
taquizoitos.

Apesar dos bovinos demonstrarem sinais clinicos durante a infecgéo
pelo N. caninum, os maiores problemas surgem durante a gravidez devido as
mudancas no perfil das citocinas. A resposta imune predominantemente Thl é
incompativel com o sucesso da gestacdo (RAGHUPATHY, 1997). Para que o
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feto e seus anexos possam ser reconhecidos como “proprios” durante o
periodo gestacional, ocorre imunomodulacédo da resposta levando a expressao
de citocinas para um padrdo Th2 nos linfécitos T CD4+, sendo este peffil
induzido principalmente pelos altos niveis de progesterona mantidos durante a
gestacao (INNES et al., 2002).

A fémea € hébil para dar uma resposta efetiva do tipo Thl, com
liberacdo de IL-2, IL-12 e IFN-y que podem causar o aborto do feto no primeiro
trimestre da gestacdo (ENTRICAN et al.,, 2001). No segundo trimestre da
gestacado, predomina a combinacao da resposta Th2 e citocinas (INNES et al.,
2002). A IL-10, liberada pelas células trofoblasticas do feto, diminui a taxa de
producdo de IFN-y durante a infeccdo, o que estimula a multiplicagdo do
parasito e infeccdo do feto (INNES et al., 2002).

A manifestacdo clinica da neosporose depende do equilibrio entre a
capacidade do taquizoito em penetrar e multiplicar na célula hospedeira e a
habilidade do hospedeiro na inibicdo do parasito (BUXTON et al., 2002). Assim,
no primeiro trimestre da gestacdo o feto esta vulneravel, pois o timo, baco e
linfonodos periféricos estdo em formacdo. Somente no terco final, que se
tornam imunocompetentes e respondem ao parasito, porém esses animais
nascem infectados e transmitem o parasito para as futuras geracdes (INNES et
al., 2002).

Segundo esses mesmos autores a participacao efetiva das diferentes
classes de imunoglobulinas na resisténcia a infeccdo por N. caninum € incerta.
Especula-se que os anticorpos tenham um papel auxiliar no controle da
infeccdo, participando da neutralizacdo e destruicio de taquizoitos

extracelulares, podendo, assim, reduzir a disseminacao do agente.

2.6. Antigenos do Neospora caninum

A caracteristica mais importante das formas invasivas de N. caninum € o
complexo apical localizado na porcdo anterior do parasito que participa no
reconhecimento e na penetragdo da célula hospedeira (BLACKMAN e
BANNISTER, 2001).

A nomenclatura das proteinas de N. caninum foi confirmada por HOWE
e SIBLEY em 1999, tendo sido determinada de acordo com a localizagao das

proteinas no parasito. Assim a nomenclatura foi designada, onde as proteinas
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de micronemas foram denominadas com as siglas: MIC ou MAP (proteinas
associadas a micronemas), os granulos densos de GRA, as proteinas das
roptrias de ROP e aos antigenos de superficie de SAG (gene do antigeno de
superficie) e SRS (sequéncias relatadas da superficie).

A identificacdo dos antigenos dos taquizoitos baseia-se em diferentes
técnicas, tais como: uso de anticorpos monoclonais, producdo de soro
policlonal contra o parasito inteiro, construcédo de bibliotecas de cDNA, fracéo
subcelular do parasito e purificagdo com anticorpos de afinidade. A maioria dos
antigenos encontrados é da superficie do parasito, de organelas secretoras,
micronemas, roptrias e granulos densos. Os antigenos detectados incluem os
de superficie: NcSAG1 (Nc-p36) e NcSRS2 (Nc-p43), dos granulos densos:
NcGRA1, NcGRA2, NcGRA6, NcGRA7, dos micronemas: NcMIC10, a serino
protease: Nc-p65 e finalmente uma hidrolase de nucleoside-3-phosphate
(HEMPHILL et al., 1999).

Segundo HEMPHILL e GOTTSTEIN (1996) as proteinas da superficie
celular sdo importantes para a sobrevivéncia do parasito, pois estdo envolvidas
com a adesdao, invasao e estimulo da resposta imune do hospedeiro. Em 1994,
BJORKMAN e colaboradores determinaram as primeiras proteinas de 17-18
kDa e 30-45 kDa da superficie do N. caninum que foram identificadas por
Western Blot. Mais tarde, SCHARES et al. (1999) identificaram trés antigenos
de superficie de 19, 28 e 40 kDa.

HOWE et al. (1998) definiram a existéncia de dois antigenos de
superficie que possuem aproximadamente 29 kDa e 35 kDa que séo referidos,
respectivamente, como p29 e p35. HEMPHILL e GOTTSTEIN (1996) haviam
identificado essas proteinas, porém estes antigenos foram chamados de Nc-
p36 e Nc-p43. A diferenca na massa molecular dessas proteinas ao que foi
determinado por HOWE et al. (1998) foi justificada pela alteragcdo na migragéo
em SDS-PAGE quando se usou o agente redutor B-mercaptoetanol, que
quebra as pontes de dissulfeto e diminui a sua migragdo causando um
aumento aparente no peso molecular. As proteinas p29 e p35 séo antigenos de
superficie do N. caninum, a qual se observa a interacdo do parasito na
membrana da célula hospedeira.

Duas proteinas dos granulos densos foram clonadas, NcGRA6, NcGRA7

com massa molecular de respectivamente 37 e 33 kDa. LALLY et al. (1996)
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demonstraram a utilidade diagnostica das NcGRA6 e NCGRA7 para o método
de ELISA. Posteriormente, HEMPHILL et al. (1998) comprovaram que esta
proteina € secretada na membrana do vacuolo parasitéforo, aparecendo mais
tarde associada a matriz do vacuolo.

As proteinas de 29 e 67 kDa, denominadas de NcNTPase-l e NcGRA2
foram identificadas e caracterizadas, respectivamente, por ASAI et al. (1998) e
ELLIS et al. (2000).

Somente BARTA et al. (1992) identificaram uma proteina de roptrias de
17 kDa, que foi considerada imunodominante. Foram caracterizadas trés
proteinas de micronema, NcMIC3 por SONDA et al. (2000), NcMIC2 por
LOVETT et al. (2000) e NcMIC1 por KELLER et al. (2002) com massa
molecular, respectivamente, de 38, 95 e 60 kDa. A proteina NcMIC4 é a
segunda proteina de micronema, depois da NcMIC3 j& descrita, que exibe
afinidade por glicosaminoglicanos e sulfato de condroitina. Ela é secretada no
meio de cultura, na forma solavel, quando se incubam taquizoitos
extracelulares de N. caninum a 37° C (KELLER et al. 2004).

Em 2004, KELLER e colaboradores identificaram as proteinas de 70 e
55 kDa dos taquizoitos do N. caninum gque foram purificadas pela cromatografia
de afinidade lactose-agarose. Sao proteinas de micronema que desempenham
um papel importante na primeira fase da adesédo por mediar o contato entre o
parasito e a célula hospedeira. A imunofluorescéncia e a microscopia eletrénica
com anticorpos purificados por afinidade associam-se com 0s micronemas. A
proteina de 70 kDa foi denominada por esses pesquisadores de NcMIC4 (N.
caninum microneme proteina 4).

NISHIKAWA et al (2000) identificaram, pela primeira vez, a proteina de
70 kDa, a qual se estabeleceu a relacdo parasito e célula hospedeira Os
anticorpos monoclonais produzidos contra os antigenos dos taquizoitos do N.
caninum levam o reconhecimento de trés antigenos imunodominantes de 70
kDa, 42 kDa e 32-37 kDa, as quais sdo proteinas que levam a invasao da
célula hospedeira.

Antigenos imunodominantes de 17 e 29-32 kDa foram selecionados por
SILVA et al. (2006) como marcadores para o desenvolvimento do diagndstico

sorologico na infecgcao por N. caninum.
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O reconhecimento da fracdo antigénica p-17 determina uma infecgéo
com o N. caninum, principalmente porque ndo ha reacao cruzada com T. gondii
(LOUIE, et al. 1997). Assim, essa fracdo antigénica foi selecionada por alguns
autores para detectar e quantificar a producdo de IgG, por Western Blot,
permitindo que essa proteina possa ser utilizada nos testes diagnésticos
(GARCIA, et al., 2006)

Os trabalhos realizados por HALDORSON, et al. (2005), sobre a
proteina imunodominante de superficie do taquizoito do Neospora caninum,
NcSRS2, de 42kDa, demonstraram que a mesma tem um papel importante na
invasdo das células hospedeiras. Além disso, constataram que 0s
camundongos que foram imunizados com NcSRS2 tiveram uma reducdo da
transmissdo congénita perante o desafio com os taquizoitos. Os autores
concluiram que a neutralizacdo desse antigeno pode ser importante no controle
da neosporose.

Segundo BASZLER et al. (1996), os soros de vacas com o histérico de
abortamento, os fluidos dos fetos abortados e os bezerros congenitamente
infectados com o N. caninum revelaram pela técnica de western blot a
presenca de trés antigenos do protozoario de massa molecular de 25, 65, e
116 kDa.

GARCIA et al. (2005) determinaram em bovinos a presenca de
anticorpos contra antigenos dos bradizoitos, 0 NcSAG4 de massa molecular de
18,4 kDa. isto determinou o papel dessa proteina na indugdo da resposta
imune, ja que animais congenitamente infectados apresentaram anticorpos
anti-NcSAG4, sendo a resposta estabelecida na infec¢do persistente, quando

ocorre a maturacao do taquizoito a bradizoito.

2.7. Anticorpos monoclonais

Segundo ABBAS et al. (2005) os anticorpos monoclonais sdo produzidos
por um Unico clone originado dos hibridomas. KOHLER E MILSTEIN (1975)
foram os primeiros a demonstrar a producao dos hibridomas, por meio da fuséao
dos linfocitos normais, secretores de anticorpos, com as células de mielomas
nédo secretores de anticorpos. KOHLER e MILSTEIN (1975) escolheram para o

processo de fusdo as ceélulas esplénicas que possuem baixa multiplicacao in
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vitro, porém produzem anticorpos e 0s mielomas que possuem multiplicacdo
por periodo indeterminado.

A maioria dos roedores (ratos, camundongos) pode ser usada na
producdo dos anticorpos monoclonais, porém os camundongos BALB/c sdo os
animais de elei¢cdo, pelo seu tamanho, facil manejo, por serem compativeis
com as células de mieloma e por produzirem altos titulos de anticorpos (LITTLE
et al., 2000)

SCHUNK e MACALLUM (2005) determinaram que a dosagem do
imundgeno a ser inoculada nos animais varia de 10 a 50 ug de proteina por
dose, emulsionados em adjuvante, com intervalos de inoculagédo de duas a
quatro semanas.

As células sensiveis ao meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina)
e nao produtoras de imunoglobulinas estao disponiveis para o desenvolvimento
das pesquisas. Dentre elas tém-se: P3x63Ag8. 653 Sp2/0-Agl4, NS-1, NS-0
(SHULMAN et al., 1978).

A fusdo entre a célula do mieloma e do linfécito B é conseguida pela
acdo do polietilenoglicol (PEG 50%). Esta substancia realiza a fusdo das
membranas de células adjacentes, formando uma Unica célula com dois ou
mais nucleos (HARLOW e LANE, 1988). Na fusdo obtém-se véarias
combinac¢des, como células de mieloma e células de mieloma, células B e
células B, células de mieloma e células B, sendo esta Ultima a necessaria para
a continuidade do processo de producdo de anticorpos monoclonais
(PONTECORVO, 1976; HARLOW e LANE, 1988).

Os mielomas séo selecionados na presenca de drogas cuja base seja
analoga a 8-azaguanina e 6-tioguanina. As células mutantes sobreviventes
possuem um gene defeituoso para a enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil
transferase (HGPRT’ase). Essa enzima é utilizada pela célula, quando a
sintese “de novo” de purinas e pirimidinas € bloqueada e constitui parte da via
DE recuperacdo para a sintese de &cidos nucléicos (LITTLE et al., 2000). A
enzima HGPRTase transfere o fosforibosil da hipoxantina para a guanina,
permitindo o aproveitamento de bases prontas (via de recuperacdo). O meio
HAT contém aminopterina que bloqueia a via de recuperacdo e contém

hipoxantina e timidina como bases disponiveis.
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As células esplénicas possuem um ciclo de vida limitado em meio de
cultura. As células de mieloma tém um crescimento ilimitado, assim para a sua
eliminacdo utiliza-se um meio de -cultura seletivo (HAT — hipoxantina,
aminopterina e timidina) desenvolvido por LITTLEFIELD em 1964, que se
baseia na deficiéncia da enzima HGPRT ase na célula de mieloma necessaria
para a sintese de acidos nucléicos (LITTLE et al., 2000).

Uma célula animal normal sintetiza nucleotideos de purina e timidina na
via “de novo”, a partir de fosforibosil pirofosfato e uridilato, respectivamente, em
que esta envolvida a transferéncia de grupos metil e formil de tetrahidrofolato
ativado. Drogas como a aminopterina, que é um antagonista do &cido folico,
tém como caracteristica promover o blogueio da reativacédo do tetrahidrofolato,
deste modo, inibindo a sintese de purina e timidilato (ABBAS et al., 2005).
Esses componentes sdo necessarios para o DNA, e a aminopterina blogueia a
sintese de DNA na via “de novo” como pode ser observado na figura 03.

As células normais tratadas com a aminopterina podem usar a via de
recuperacdo onde a purina € sintetizada a partir de suplementacéo exdgena de
hipoxantina, desde que tenham a enzima hipoxantina guanina fosforibosil
transferase. As células de mieloma deficientes em HGPRT'ase ndo podem
usar a via de recuperacdo e entdo morrem na presenca do meio seletivo.
Entretanto, se células normais sdo fusionadas com células HGPRT ase
negativas, os hibridos resultantes crescem normalmente em meio HAT e
sintetizam DNA, visto que, a enzima HGPRT provém da célula normal
(HARLOW e LANE, 1988)
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Figura 03- Representacao da Via “de recuperagao” — fonte: Rosas, 2005.

AbreviagBes: PRPP, 5-Fosforribosil-1-pirofosfato, IMP, Inosina Monofosfato, AMP, Adenosina
Monofosfato, ADSS, Adenilsuccinato sintetase, ADSL, Adenilsuccinato liase, Ppi, Pirosfofato inorgéanico,
APRT, adenina fosforribosil transferase, IMDh, IMP desidrogenase, XMP, Xantina monofosfato, GMS,
Glutamina amidotransferase, GMP, Guanosina Monofosfato, GDP, Guanosina difosfato, GTP, Guanosina
trifosfato, HGPRT, Hipoxantina Guanina Fosforribosil Transferase. A via de sintese “de novo” é
apresentada em azul. Os substratos e os produtos das reagfes sdo apresentados em preto. As reagfes
catalisadas pelas PRTases: APRT (adenina-fosforribosil-transferase) e HGPRT (hipoxantina-guanina-
fosforribosil-transferase) sdo apresentadas em vermelho. Demais enzimas que participam das reacdes
sdo apresentadas em violeta. As setas verdes mostram a liberagdo de pirofosfato (PPi) nas reacdes
catalisadas pelas PRTases.

Segundo MORALES (1993) apoés a fusdo os hibridomas sao colocados
em meio seletivo (HAT) os quais sdo selecionados através de testes
diagnésticos para verificar quais hibridos estdo produzindo anticorpos. As
células que estiverem com producéo de anticorpos sao clonadas e propagadas
em meios de cultura. Os clones podem ser injetados intraperitonealmente em
camundongos BALB/c, onde podem se multiplicar como um tumor sélido,
produzindo liquido ascitico. Os testes diagndésticos devem ser sensiveis, devido
a pequena quantidade de anticorpos presente no meio de cultura, como foi
afirmado por LIDDELL e CRYER (1991), que usaram para a selecdo dos
hibridos as técnicas de ELISA, dot-ELISA e imunofluorescéncia.

Com a clonagem dos hibridomas objetiva-se a producédo de uma
linhagem de células idénticas produtoras de anticorpos. O método baseia-se
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em diluicdes sucessivas em placas de cultivo, de maneira que cada poco
contenha ao final das diluicdes uma Unica célula. Com a confirmacdo da
presenca de células secretoras de anticorpos monoclonais, algumas amostras
sdo estocadas em nitrogénio liquido, e outras sdo propagadas em meio de
cultura ou in vivo, obtendo-se quantidades ilimitadas de anticorpos monoclonais
(HARLOW e LANE, 1988).

Segundo LIDDELL e CRYER (1991), as células propagadas em meio de
cultura devem ser monitoradas, por testes de imunodiagnostico, para observar
a fidelidade da producéo de anticorpos contra o antigeno predefinido.

A célula hibrida secreta 0 mesmo anticorpo que o linfécito B normal e
multiplica-se em cultura indefinidamente. Com as linhagens dos hibridomas
assegura-se a disponibilidade permanente dos anticorpos monoclonais. Apés a
clonagem e expansao, as células podem ser estocadas em nitrogénio liquido,
por um periodo indeterminado, constituindo fontes secretoras de anticorpos
monoclonais (HARLOW e LANE, 1988).

Os trabalhos de GOMEZ (2007) mostraram que os AcM, apesar da sua
excelente afinidade, podem ter reacdo cruzada com outros antigenos ou exibir
dupla afinidade. Isto pode ser devido ao reconhecimento de sitios combinados
por similaridade na forma ou composi¢cdo quimica. Conseqlentemente, uma
rigorosa avaliacdo de um dado AcM e seus epitopos-alvo faz-se necessaria.

LEE et al. (2002) identificaram que no cultivo do hibridoma a glicose e a
glutamina, utilizados no enriquecimento do meio de cultura, atuam como
substratos limitantes do crescimento, pois o acido lactico e a ambnia séo
subprodutos do metabolismo que prejudicam o desenvolvimento celular.

Segundo LEENAARS e HENDRIKSEN (2005) os anticorpos monoclonais
podem ser selecionados para uma producdo em grande escala e com boa
qualidade para serem usados no desenvolvimento de testes diagnosticos
especificos, mais rapidos e de facil realizacao.

LIPMAN et al. (2005) empregaram 0s anticorpos monoclonais em testes
imunodiagnosticos e como agentes carreadores de drogas terapéuticas
obtendo resultados satisfatorios.

A tecnologia dos hibridomas permitiu o estudo das moléculas de
superficie dos linfocitos. A partir disso foi possivel caracterizar fenotipicamente

as diferentes subpopulacdes de linfocitos T e as células acessoérias do sistema
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imune, bem como detectar as citocinas (MICELI e PARNES, 1993). Os
recrutamentos celulares durante a resposta imune e inflamatéria sédo outros
exemplos de estudos que se beneficiaram do uso de anticorpos monoclonais
(KUPPER, 1990). Os anticorpos monoclonais sado utilizados na identificacdo de
patégenos relacionados com doencas humanas, veterinarias ou vegetais
(LIPMAN et al., 2005). Na industria alimenticia, os anticorpos monoclonais sdo
importantes na deteccao de alimentos adulterados (ZOLA, 1995).

Conforme os trabalhos de AVENDANO (2006) os anticorpos
monoclonais para fins terapéuticos estdo em avanco através da engenharia
genética, com a utilizacdo de plantas para a producdo de farmacos
recombinantes. As vantagens deste meio de producdo sdo o alcance para a
producao industrial, a disponibilidade e inocuidade do produto final.

Os anticorpos monoclonais representam uma importante ferramenta de
pesquisa e diagndstico, pois oferecem pureza e disponibilidade ilimitada. Além
disso, mostram maior sensibilidade e especificidade quando comparados com
0s anticorpos policlonais (MORALES, 1993).

SOUZA et al. (2002) utilizaram os anticorpos monoclonais para 0
diagndstico do herpesvirus bovino tipo 1 e do tipo 5, e também no estudo da
sua variabilidade antigénica, utilizando-os na classificacédo e diferenciacdo dos
isolados do virus.

HEMPHILL et al. (1999) desenvolveu estudos com o0 uso de anticorpos
monoclonais para identificar e caracterizar 0os componentes moleculares
antigénicos do N.caninum a fim de aprimorar o diagndstico sorolégico para a
neosporose.

HALDORSON et al. (2005) produziram anticorpo monoclonal que
reconheceu a proteina de superficie NCSRS2 e foi capaz de neutralizar o
taquizoito, sendo esta proteina, portanto, um antigeno que possui uma
importancia no controle da neosporose. NISHIKAWA et al. (2000) obtiveram a
producdo de anticorpo monoclonal anti-Nc-p43 e anti-Nc-p36, proteinas
envolvidas na invasdo da célula hospedeira. Neste estudo os autores
constataram que essas proteinas sao importantes na invasdo da célula pelo

parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Producdo de anticorpos monoclonais contra o Neospora caninum,

amostra Ncl.

3.2. Objetivos Especificos

Estabelecimento do cultivo celular de N. caninum em células VERO;
Imunizacdo dos animais com o N. caninum para a producédo de linfécitos
B produtores de anticorpos especificos;

Producdo de hibridomas produtores de anticorpos policlonais anti- N.

caninum;

Identificagdo dos clones secretores por meio da Imunofluorescéncia
indireta;

Identificac@o das proteinas por meio de Western Blotting reconhecidos
pelos anticorpos monoclonais;

Isotipagem dos anticorpos produzidos;

Testar a Inibicdo dos taquizoitos de N. caninum nas culturas de células

VERO com os anticorpos monoclonais produzidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local darealizacado do experimento

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios e Vetores (LBCHV) localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) e no biotério do Departamento de
Educacéo Fisica, ambos na Universidade Federal de Vicosa (UFV), com uma

duracédo de 12 (doze) meses.

4.2. Animais experimentais

Utilizaram-se dez fémeas de camundongos da linhagem BALB/c, cedidos
pelo Biotério Central do Departamento de Veterinaria da UFV, com idade de
seis semanas e com peso aproximado de 25 gramas. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Educacdo Fisica em gaiolas, com
cama de maravalha, em condicdes adequadas de higiene, temperatura,
umidade, ventilacdo e luz, como estdo apresentadas na tabela 01. A dieta foi

baseada em ragdo comercial e agua a vontade.

Tabela 01 — Condicdes as quais foram submetidos os camundongos no experimento.

Temperatura do ambiente 21-22° C (+/-2° C)
Umidade (UR) 50-55 %

Luz 12 horas
Ruidos Baixa intensidade
Consumo de ragéo/dia/animal 5 gramas
Consumo de agua/dia/animal 6 mL
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4.3. Multiplicacado do Neospora caninum

As células VERO (células de rim de macaco verde africano) foram utilizadas
para a multiplicagdo do protozoario N. caninum. As células VERO foram
cedidas pelo Laboratorio de Neuroquimica da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), e as técnicas do cultivo celular utilizadas foram as padronizadas pelo
LBCHV.

No cultivo das células VERO utilizaram-se garrafas de poliestireno
(CORNING), com 25 cm? de superficie, mantidas em estufa a 37° C e 5% de
CO;, (Nuaire Auto Flow Incubators, EUA) em 5 mL do meio RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute) composto por Hepes (SIGMA): 2,4 g, Piruvato
de Sddio (SIGMA): 0,11 g, D-glucose (SIGMA): 4,5 g, Bicarbonato de Sodio
(SIGMA) 1,5 g, RPMI 1640 (SIGMA) 10,43g e agua milliQ 1000 mL. O meio foi
filtrado a vacuo usando filtro 0,22 um (Millipore) e o pH do meio ajustado para
7,2. Suplementou-se o meio com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB-CULTILAB),
5% de sulfato de gentamicina (CULTILAB) e 2,5% de anfotericina B (SIGMA).

A cada 48 horas, as células foram observadas no microscépio invertido
(Olympus IMT2, Japao) e os meios que se apresentaram acidificados foram
substituidos por novos meios de cultura. Quando as células VERO formaram
um “tapete” celular foram tripsinizadas com solugéo de 0,5% de tripsina e 0,2%
de EDTA, transferiu-se uma aliquota das células para novas garrafas, enquanto
outra parte foi congelada em nitrogénio liquido para a manutencdo das
amostras em estoque.

A cepa Ncl isolada de cdo (DUBEY et al., 1988), foi cedida pelo
departamento de Medicina Veterinaria da UFBA. Assim, com essa cepa do N.
caninum, realizou-se a inoculacdo das células VERO quando apresentaram
uma monocamada com 80% de confluéncia. A cada 48 horas observou-se, em
microscopio invertido, o crescimento e a multiplicacdo dos taquizoitos.

A cada sete dias, mediante ruptura mecanica das células com ajuda de
“Cell Scrapers” (CORNING), recolhiam-se as células e taquizoitos. A partir
dessa suspensao, uma aliquota de 0,3 mL era utilizada para inocular uma nova
garrafa de células VERO e outra aliquota para ser congelada a -70° C para
ensaios posteriores.

Fazia-se o congelamento das células VERO inoculadas ou ndo com a

solucéo de congelamento que continha 80% de SFB e 20% de dimetilsulféxido
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(DMSO), na proporcdo de 1:1 de suspensdo celular e solugcao de

congelamento.

4.4. Purificacdo do Neospora caninum

A purificacdo do N. caninum foi essencial para a obtencdo das amostras
livres de contaminantes das células VERO. Esse procedimento foi executado
como € apresentado a seguir. A suspensdo das células e dos taquizoitos foi
colocada em tubos de centrifuga (CORNING) de 15 mL e centrifugadas a 1.500
rpm durante 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido com auxilio de uma seringa e agulha 0,55x20 (Becton,
Dickinson and Company), em 5 mL de PBS pH 7,2 (NaCl: 7,2 g, Na,HPOy:
1,48 g, NaH,PO,: 0,43 g, agua milliQ: 1000 mL). Em seguida, o conteudo foi
filtrado em filtro de 5 pm (Millipore). Este material filtrado foi centrifugado a
1.500 rpm durante 15 minutos, o “pellet” foi ressuspendido em 1,0 mL de PBS
pH 7,2, adicionou-se 10 mL de PBS e centrifugou-se novamente. O “pellet” foi
homogeneizado em 1 mL de PBS, desse volume 10 pL foram colocados na
camara de Newbauer para contagem dos taquizoitos. O conteudo purificado foi
armazenado a -20° C em PBS 7,2 até o momento da sua utilizagéo.

4.5. Dosagem de Proteina

ApGs a purificagdo, foi realizada a dosagem das proteinas pelo método
de BRADFORD (1976). Primeiramente, os taquizoitos foram descongelados a
37° C, sonicados a 200 Watts/30 segundos, colocou-se em nitrogénio liquido
por cerca de 10 minutos e novamente em banho-maria, tendo sido este ciclo
repetido quatro vezes. Ja as amostras com taquizoitos integros foram somente
submetidas ao descongelamento e em seguida realizada a dosagem de
proteinas pelo método de Bradford.

O reagente do ensaio foi preparado dissolvendo 100 mg de Coomassie
G250 Azul (SIGMA) em 50 mL de etanol 95%. A solugéo foi misturada com 100
mL de acido fosfoérico 85% e completou-se com milliQ para um volume final de
1000 mL. O reagente foi armazenado em frasco ambar e mantido sobre

refrigeracao durante o decorrer do trabalho.
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Foram usadas 900 pL do reagente de Bradford e 100 pL de PBS no
ensaio branco. E para quantificar as proteinas do N. caninum utilizou-se 100 uL
da amostra e 900 yL do reagente de Bradford, aguardou-se 10 minutos e foi

feita a leitura em espectrofotometro a 562 nm.

4.6. Sensibilizag&o das laminas para imunofluorescéncia indireta

A técnica de sensibilizacdo das laminas com os taquizoitos € essencial
para a realizacdo da RIFI com os soros dos animais inoculados e dos
sobrenadantes das culturas celulares. Os taquizoitos resultantes da purificagdo
foram diluidos numa concentracdo de 1000 taquizoitos em 15 uL de PBS. Cada
pocinho foi sensibilizado com 15 uL da suspensé&o. As laminas foram mantidas
até uma secagem total em estufa a 37° C, fixadas com metanol e
posteriormente armazenadas a -20° C.

4.7. Multiplicacdo do Toxoplasma gondii

Utilizou-se a cepa RH de T. gondii, gentilmente cedida pelo Laboratério
de Toxoplasmose do Departamento de Parasitologia do ICB da Universidade
Federal de Minas Gerais. A cepa foi mantida na cavidade peritoneal de
camundongos Suicos, apds dois a trés dias da infeccdo os parasitos foram
coletados através da aplicacdo de 3 mL de PBS 7,2 estéril no peritbnio e
seguida da aspiragdo com agulha 0,55x20 (Becton, Dickinson and Company) e
seringa,tendo sido esse ciclo repetido trés vezes. Uma aliquota de 100 pL do
conteudo peritoneal aspirado foi diluida em 1 mL de PBS pH 7, 2 (1:10) e
outros trés animais receberam o inoculo. Para a separacéo das células e dos
taquizoitos do T. gondii centrifugou-se a 1750 rpm/ 30 segundos. Em seguida,
0 sobrenadante foi recuperado e centrifugado a 3000 rpm/ 15 minutos. O
sobrenadante foi desprezado, e o sedimento tratado com 2 mL de solugéo de
cloreto de amobnia (NH4CI- 0,14 molar) por um periodo de 5 minutos. Apés foi
centrifugado a 2500 rpm/ 10 minutos, o sobrenadante foi eliminado e o “pellet’
ressuspendido em PBS pH 7,2 estéril e novamente centrifugado. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e “pellet” recolhido. Ap6s a sua homogeneizacao
em 1 mL de PBS pH 7,2, realizou-se a contagem em camara de Newbauer.

Posteriormente, realizaram-se as etapas apresentadas a seguir.
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4.7.1. Congelamento das cepas virulentas de Toxoplasma gondii

Adicionou-se DMSO (SIGMA) na preparacdo a ser congelada até 10%
do volume total, ou seja, para 2 mL da suspenséo dos taquizoitos, adicionou-se
0,2 ml de DMSO (SIGMA) e homogeneizou-se lentamente. As cepas virulentas
RH foram colocadas em criotubos (1,5 mL) e mantidas em freezer -70°C para a

realizacdo de estudos posteriores.

4.7.2. Preparo de laminas para imunofluorescéncia indireta de
Toxoplasma gondii

As laminas preparadas foram utilizadas para testar uma possivel reacao
cruzada do T. gondii com o sobrenadante dos hibridomas e dos cloneS.

As laminas compostas de 12 orificios foram fixadas com 10 pL de
suspenséo contendo 10° taquizoftos em cada orificio. As laminas foram fixadas

em estufa a 37° C por 2 horas, e em seguida foram armazenadas a -20° C.

4.7.3. Preparo de antigenos para eletroforese
As amostras sonicadas foram mantidas em gelo até o momento da

aplicacao nas canaletas do gel da eletroforese.

4.8. Coleta de sangue

As atividades experimentais que envolveram o0s animais foram
realizadas por médico veterinario durante todo o trabalho e seguindo o Cédigo
de Etica Profissional, com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com a
legislac&o vigente, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica do DVT/UFV,
sendo certificado pelo processo de n © 17/2008.

A fim de avaliar os camundongos antes e apds a imunizagcdo com N.
caninum, foram coletadas amostras de sangue no plexo orbital, com auxilio de
uma pipeta de Pauster. Apos duas horas em temperatura ambiente as
amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm/15 minutos. Os soros foram

armazenados a -20°C até a realizagédo da técnica de RIFI.
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4.9. Preparo das amostras para inoculagcéo e realizacéo de eletroforese

Os taquizoitos purificados de N. caninum foram descongelados e
aligliotados para a inoculacdo dos camundongos do grupo que recebeu os
taquizoitos integros, sendo mantidos em gelo até o momento da inoculacéo.
para o preparo das amostras de taquizoitos sonicados, os taquizoitos foram
descongelados rapidamente em banho-maria a 37° C, e sonicados a 200
Watts/30 segundos e em seguida colocados em nitrogénio liquido por 10 min e
novamente em banho-maria, sendo este ciclo repetido quatro vezes. As
amostras sonicadas foram mantidas em gelo até o momento da inoculacdo dos

animais ou aplicacdo nas canaletas do gel da eletroforese.

4.10. Imunizacdo dos camundongos

Os camundongos foram divididos em dois grupos de trés animais. O
primeiro grupo foi inoculado com taquizoitos integros e o segundo grupo com
0s taquizoitos rompidos por sonicacdo. Os camundongos receberam, por via
subcutanea, quatro doses do in6culo preparado com N. caninum, integro ou
sonicado, com intervalo de 21 dias entre cada aplicacéo.

Inoculou-se um grupo com 50 pg de taquizoitos integros, 50 uL de
adjuvante saponina (diluida em agua milliQ) e 100 uL de PBS. O segundo
grupo com 50 pg de taquizoitos sonicados, 50 pL de adjuvante saponina
(diluida em &gua milliQ) e 100 yL de PBS. Realizou-se a ultima imunizacao,
quatro dias antes da coleta do bacgo, sem o uso do adjuvante saponina.

4.11. Imunofluorescéncia para avaliacdo da soropositividade ao Neospora

caninum

A avaliacdo dos niveis de anticorpos contra o N. caninum no soro dos
camundongos foi realizada atravées da imunofluorescéncia indireta
(BJORKMAN e UGGLA, 1999). As laminas previamente sensibilizadas foram
descongeladas por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os
pocinhos foram fixados com 10 puL de acetona por 15 minutos. Os soros dos
animais foram diluidos a 1:50 em PBS 7,4. Adicionou-se em cada pocinho 5 pL
dos soros diluidos e as laminas foram incubadas em camara Umida a 37°C por

40 minutos. Transcorrido o tempo, as laminas foram lavadas 3 vezes, sendo
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cada lavagem de 5 minutos e sob agitacdo. Apos a secagem das laminas, o
conjugado IgG de coelho anti-camundongo marcado com fluoresceina (SIGMA)
foi preparado na diluicdo de 1:64, seguindo as instrucdes do fabricante. Assim,
foram adicionados 5 pL do conjugado em cada pocinho e em seguida
incubadas em camara Umida a 37°C por 40 minutos. Apds a incubacéo, elas
foram lavadas como descrito anteriormente. As laminas foram secas,
receberam em cada pocinho 3 pyL de anti-FAD, colocaram-se as laminulas e

observaram-se em microscoépio de imunofluorescéncia (Nicon Eclipse E-600).

4.12. Cultivo de Mieloma

As células de mieloma SP2/0 usadas neste trabalho foram obtidas da
Escola Paulista de Medicina, no ano de 1996. Neste mesmo ano foram
clonadas, expandidas e posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido;
contabilizando um total de seis passagens.

Os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e aquecidos a 37°C
por 2 a 5 minutos, em banho-maria. As células foram transferidas para tubos
de centrifuga e o seu volume completado para 10 mL com meio RPMI
incompleto e centrifugadas a 1500 rpm/ 5 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi desprezado e ao “pellet” foi acrescentado 1 mL de
meio RPMI completo. As células foram colocadas em garrafa de cultivo celular
na posigéo vertical e mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% de
CO.. Por aproximadamente duas semanas as células foram replicadas a cada
48-72 horas até se obter o numero suficiente de células para a realizacao do

processo de fusao.

4.13. Contagem celular

Para os procedimentos de fusédo, clonagem, congelamento dos
mielomas e hibridomas foi preciso fazer a contagem das células viaveis
utilizando-se a Céamara de Newbauer. Centrifugaram-se as suspensdes
celulares a 1500 rpm/ 5 minutos temperatura. Os sobrenadantes foram
desprezados e os “pellets” ressuspendidos em 1 mL de meio RPMI incompleto,
apos o que foram coletados 10 uL de cada suspensédo celular e misturou-se
com 10 pL de Azul de Tripan (fator de diluicdo 2), deixou-se a temperatura
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ambiente por alguns minutos, colocando-se a mistura na Camara de Newbauer

e procedendo a contagem como segue:

Células por mL = X x 10 x fator de diluicéo
X= ndamero de células contadas nos quatro quadrantes das

extremidades da camara.

4.14. Eutanasia dos camundongos para o preparo da monocamada dos
macroéfagos

Os camundongos foram submetidos a técnica de deslocamento cervical,
seguindo as normas do Comité de Etica. Em seguida, foram mergulhados em
alcool 70% durante 5 minutos para desinfeccdo em capela de fluxo laminar
procedeu-se a remocao da pele da regido abdominal injetando na cavidade
peritoneal 5 mL de uma solucdo de dextrose-10% diluida em meio RPMI 1640
incompleto, mantida gelada. Sem retirar a seringa, o abdome foi massageado
suavemente e o liquido aspirado. Esta suspensao celular foi transferida para
tubos estéreis e centrifugada a 1500 rpm/ 10 minutos a 4° C.

O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido em RMPI
1640-10% SFB-HAT e distribuido em placas de 96 pocinhos, cada poco
recebeu 100 pL contendo 2,5 x 10* células/mL. As placas foram incubadas

durante 24 horas a 37° C, em estufa com 5% de CO..

4.15. Coleta de esplendcitos

Os animais positivos ao N. caninum confirmados pelo teste RIFI, foram
eutanasiados e preparados como anteriormente descrito. Foi realizada a
retirada do baco que foi fragmentado com bisturi em placa de Petri, e os
fragmentos lavados em 5 mL de meio RPMI incompleto para a remocao das
hemacias. Apds isto, os fragmentos foram macerados com auxilio de um pistilo
sobre uma peneira de metal de malha fina. O conteddo resultante foi
transferido para um tubo de centrifuga e centrifugado trés vezes a 1500 rpm/10
minutos a 4° C com solucéo de lise de heméacias (NH4Cl: 8,29 g, KHCO3: 1 g,
EDTA: 0,0372 g, agua milliQ: 1000 mL).

Apos desprezar o sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 11
mL de meio completo RPMI 1640-10% SFB-HAT. N&o foi necessario contar os
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linfécitos do baco, pois se estima que em cada baco de camundongo ha 10°
linfécitos (SHULMAN et al., 1978).

4.16. Fusao

Nessa técnica, primeiramente, os mielomas foram coletados das
garrafas de expanséao e centrifugados a 1500 rpm/5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o “pellet” ressuspendido em RPMI 1640 completo. Realizou-se
a contagem celular. A mistura das células (linfocitos + mielomas) realizada na
proporcéo de 10° (11 mL) de linfécitos para 107 (4,1 mL) células de mieloma foi
colocada em tubo de centrifuga de 50 mL, sendo seu volume completado com
meio RPMI-1640 incompleto, imediatamente foi centrifugada a 1500 rpm/10
minutos a 4° C e o sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi desprendido e
colocado em outro tubo de centrifuga de 50 ml, o qual foi colocado em um
becker com agua a 37° c. imediatamente era adicionado gota a gota 1mL de
polietilenoglicol 50% (PEG-SIGMA) durante 1 minuto, sob mistura circular
constante com a ponta da pipeta. A mistura foi efetuada por mais 2 minutos
adicionando 1 mL de RPMI 1640 incompleto previamente aquecido a 37° C, em
mistura constante de 1 minuto. Foi adicionado mais 1mL do mesmo meio, com
mistura constante de 1 minuto.

Posteriormente, por duas vezes seguidas, foi adicionado 1mL de meio
RPMI 1640 incompleto, em mistura constante durante 30 segundos.

Em seguida, foram acrescentados 7 mL do mesmo meio, durante 2
minutos e mais 12 mL durante 5 minutos. Logo apds, as células foram
centrifugadas a 1500 rpm/ 10 minutos a 4° C o sobrenadante foi eliminado, e foi
adicionado 49 mL de meio RPMI 1640 completo com 20% de SFB.

As células foram colocadas em microplacas de 96 pocinhos com volume
de 100 uL em cada poco, e incubadas a 37° C e 5% de CO,. Apds 24 horas, as
células receberam 100 puL do meio RPMI 1640 completo suplementado com
hipoxantina, aminopterina, timidina e glicina (meio HAT). Nos dias 4, 8 e 12
apos a fusao, 50% do volume dos pocinhos das microplacas foi trocado por
meio HAT. Apoés 15 dias, 50% do volume dos pocinhos das microplacas foram

substituidos por meio contendo hipoxantina, timidina e glicina (meio HT).
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4.17. Coleta de sobrenadante do cultivo celular

O sobrenadante da cultura celular foi coletado a fim de ser submetido a
RIFI para o N. caninum e T. gondii. Decorridos 15 dias da fuséo, foi realizada a
transferéncia do sobrenadante de cada pocinho da microplaca, para outra
placa de 96 pocinhos, mantendo a mesma disposicdo da placa de cultivo
celular inicial. As placas com os sobrenadantes foram armazenadas a -20° C

até a realizacdo da RIFI.

4.18. Imunofluorescéncia indireta para a avaliacdo do sobrenadante

A técnica de imunofluorescéncia indireta realizada com o0s
sobrenadantes das culturas dos hibridomas e posteriormente dos clones, teve
como finalidade detectar a presenca de anticorpos anti-Neospora caninum e
anti-Toxoplasma gondii. As laminas previamente sensibilizadas com os
taquizoitos da cepa Ncl e RH foram descongeladas por 5 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, os pocinhos foram fixados com 10 pL de
acetona por 15 minutos. Adicionou-se 5 puL do sobrenadante dos hibridomas
em cada pocinho, seguindo A sequéncia da placa de 96 pocos, as laminas
foram incubadas em camara imida a 37° C/ 2 horas. Transcorrido o tempo, as
laminas foram lavadas 3 vezes, cada lavagem foi de 5 minutos e sob agitacao.
Apods a secagem das laminas, o conjugado IgG de coelho anti-camundongo
marcado com fluoresceina (SIGMA) foi preparado na diluicdo de 1:64, seguindo
as instrucdes do fabricante. Assim, foram adicionados 5 pL do conjugado em
cada pocinho e em seguida, incubadas em camara Umida a 37°C/2 horas. Apos
a incubacao, elas foram lavadas como descrito anteriormente. As laminas
foram secas e receberam em cada pocinho 3 pL de anti-FAD, em seguida
colocaram-se as laminulas e observaram-as em microscopio de

imunofluorescéncia (Nicon Eclipse E-600).

4.19. Expanséao e Clonagem dos hibridomas

Apbés a selecdo dos hibridos produtores de AcM contra o N. caninum,
estes foram expandidos para obtencdo de um numero suficiente para a
clonagem. Assim o meio HAT foi substituido gradativamente pelo meio HT e
este pelo meio RPMI 1640 com 10% de SFB.
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Foi preparada com 24 horas de antecedéncia uma monocamada de
macréfagos, como descrito no item 5.13, para que assim fosse realizada a
clonagem por diluicdo limitante. Nesse processo utilizou-se meio HT, realizou-
se a diluicdo para atingir uma célula/poco. Primeiramente, 100 uL de meio
RPMI-10% HT foram colocados nos 96 pocinhos, exceto em Al (poco da
primeira linha e coluna). Adicionou-se 200 pL da suspensédo de células (cerca
de 2x10° de células) em Al, em seguida, transferiu-se 100 pL de Al para Bl
(poco da primeira coluna e segunda linha) e foi homogeneizado com uma
pipeta, evitando a formag&o de bolhas. Essa diluicdo foi realizada em toda a
coluna, descartando 100 pL do ultimo pocinho da primeira coluna (H1), a fim de

manter o mesmo volume em todos 0s po¢os, como se observa na Figura 04.

1920030 qIS. 6 7 189 10 2112

IO mMTmpoOw>»

Figura 4. Clonagem por dilui¢cdo limitante, RYAN (CORNING) - modificado

Em cada pocinho da primeira coluna adicionou-se 100 pL de meio,
mantendo um volume final de 200 pL/po¢o. Em seguida, transferiu-se 100 pL
da coluna Al-Hl1 para a segunda coluna A2-H2 e foi homogeneizado
cuidadosamente. E assim sucessivamente até a coluna Al12-H12. Por fim
adicionou-se 100 pL em todos pocinhos da placa para manter o volume de 200
pL/poco.

As placas foram incubadas a 37° C e 5% de CO,, e trocou-se 0 meio a
cada 48 horas. Ap0s cinco dias realizou-se RIFI para verificar a secrecdo de
anticorpos, e observaram-se no microscopio a multiplicacdo das colbnias de
clones.

Os clones foram transferidos para uma placa de cultivo celular de 24
POCOS (CORNING) e adicionou-se 1 mL de meio RPMI 1640 completo. Ao
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quarto dia as placas que continham os clones estavam prontas para a coleta do
sobrenadante para a realizacdo do Western Blotting.

Apés a confirmacdo de que os hibridomas e o0s clones estavam
sintetizando anticorpo anti-Neospora caninum. Amostras dessas linhagens
celulares foram coletadas, preparadas com solucédo de congelamento, como
descrito no item 5.3, e devidamente identificadas em criotubos para o
congelamento em nitrogénio liquido.

As etapas que foram detalhadas nos itens anteriores sobre a producéo
dos anticorpos monoclonais anti-Nc1, estdo resumidamente apresentadas na

Figura 05.
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Figura 5- Fluxograma das etapas de producdo de hibridomas e clones secretores de
anticorpos anti-Nc1. As fotos mostradas no esquema da figura foram reproduzidas durante a

realizacéo do trabalho.

A producdo de anticorpos monoclonais possui um grande ndamero de

etapas que sdo dependentes umas das outras.
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4.20. Caracterizagéo dos clones

4.20.1. SDS-PAGE

A eletroforese teve como objetivo determinar o perfil das proteinas das
células VERO, Ncl1, T. gondii. Os géis foram montados entre placas de vidro
separadas por espacadores. Os géis de corrida foram utilizados na
concentragédo de 12% (Gel de acrilamida 12%, 15 mL; H,0: 5 mL; acrilamida
30%: 6 mL; Tris 1,5 M pH 8,8 (Tris: 36,33 g; SDS: 0,80 g; agua milliQ: 100 mL):
3,8 mL, SDS 10%: 150 uL; APS (persulfato de amonio) 10%: 150 uL; TEMED:
6 yL). Os géis “Stack” de concentracdo 3% foram utilizados em um volume de 3
mL (H20: 2,1 mL; acrilamida 30%: 500 pL; Tris 1,5 M pH 6,8 (Tris: 12,10 g,
SDS: 0,80 g, agua MilliQ: 100 mL): 380 pL; SDS 10%: 30 uL; APS (persulfato
de amonio) 10%: 30 pL; TEMED: 3 puL).

Misturou-se o antigeno a um volume igual de tampéo de amostra (uréia
4M: 2,5 mL; Tris-HCI 1M pH 6,8: 0,625 mL; SDS 20%: 1mL,; glicerol: 1,25 mL;
mercaptoetanol: 0,5 mL; H,O: 6 mL) e foram aquecidos por 5 minutos,
evitando-as de serem fervidas. As amostras foram aplicadas em canaleta
multipla. Foram aplicadas as amostras de células VERO, taquizoitos de N.
caninum sonicados (as amostras foram preparadas como descrito no item 5.9),
e T. gondii sonicados (como descrito no item 5.7.3). Em todas as eletroforeses,
foram utilizados marcadores padrbes com as respectivas massas moleculares
em kDa (FERMENTAS): 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15,
10. Apds a aplicacdo das amostras no gel, colocou-se o tampao de corrida
(Tris: 6,06 g; Glicina: 28,8 g; SDS: 2 g; agua milliQ: 2000 mL) e foi iniciada a
corrida a 80 Volts, por 4 horas. ApGs a corrida das proteinas no gel, este foi
cuidadosamente retirado das placas de vidro, para assim ser realizada a
coloracao por Nitrato de Prata.

4.20.2. Coloragéao por Nitrato de Prata

O gel preparado, como descrito no item 5.20.1, foi fixado em metanol
50% e formaldeido a 37% por uma noite. Realizaram-se trés lavagens de 10
minutos em solucéo de etanol 50%. Adicionou-se para a lavagem uma solucao
de tiosulfato de sédio 0,02% por 1 minuto. Lavou-se o gel trés vezes por 5
minutos com agua, para retirada da cor amarelada do gel. Em seguida, foi
corado em solucéo de nitrato de prata por 30 minutos sob agitacdo lenta.

Posteriormente, foi lavado trés vezes em agua. Incubou-se com a solucdo
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reveladora até o aparecimento das bandas. A reacéo foi paralisada com 50%
de metanol e 50% de acido acético quando foram observadas as bandas

protéicas.

4.20.3. Western blotting

A técnica de Western blotting fez-se necessaria para a identificacdo do
peso molecular das proteinas que os sobrenadantes dos clones estariam
reconhecendo. A eletrotransferéncia das proteinas do parasito nos géis de
poliacrilamida para as membranas de nitrocelulose foi realizada de acordo com
metodologia descrita por PEREIRA et al. (1998) com algumas modificacdes.

Ao terminar a eletroforese, o gel foi lavado em agua pura e mergulhado
por 30 minutos em tampao de transferéncia (3 g de Tris; 14,42 g de glicina; 200
mL de metanol em 1L de agua milliQ). A membrana de nitrocelulose, com poro
de 0,2 um, (BIO-RAD), por ser extremamente hidrofébica, foi imersa em
metanol por 2 segundos para em seguida serem realizadas duas lavagens de 1
minuto em agua milliQ. Incubou-se a membrana por 30 minutos em tampao de
transferéncia, juntamente com seis pedacos de papel de filtro “Whatman” 3 mm
(BIO-RAD), cortados do tamanho do gel e das espumas.

Realizou-se a montagem sequencial sobre um suporte de acrilico na
seguinte ordem: uma espuma, trés pedacos de papel filtro, o gel da
eletroforese, a membrana, os outros trés pedacos de filtro e espuma. Na
montagem evitou-se a formacdo de bolhas de ar entre as varias camadas e
sempre foi utilizado luvas. O “sanduiche” foi colocado no aparelho de
eletrotransferéncia, contendo tampéo de transferéncia, de forma que a
membrana ficasse entre o gel e o catodo (pdlo positivo). A transferéncia foi
realizada a 4°C por 18 horas a 40 volts. Ao final desse periodo, para o controle
da transferéncia das proteinas, a tira de nitrocelulose, que continha o padréo
de massa molecular foi corada com solugéo de Ponceau-S (SIGMA) durante 1
minuto. Apos a transferéncia, as membranas foram utilizadas na identificacédo
das proteinas dos antigenos, reconhecidas pelos anticorpos monoclonais anti-
N. caninum.

A membrana foi lavada em &gua milliQ e cortada em tiras de
aproximadamente 0,5 cm de largura. O bloqueio dos sitios inespecificos foi

feito com tampéao de blogueio durante 2 horas. ApGs o bloqueio, as tiras foram
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lavadas trés vezes em PBS-Tween 20 a 0,5% pH 7,6 (NaCl: 4,25 g; Na;HPO,.
0,64 g; NaH,PO4.2H,0: 0,08 g; Tween 20 (SIGMA): 500 pL e agua milliQ: 500
mL) durante 15 minutos. Em seguida as tiras foram incubadas por 2 horas com
0s sobrenadantes das culturas dos clones, contendo o0s anticorpos
monoclonais.

As tiras de nitrocelulose foram lavadas trés vezes em PBS-Tween 20. A
fim de padronizar a técnica utilizou-se como controle negativo o sobrenadante
de cultura de células VERO, contendo o meio RPMI 1640 completo. Como
controle positivo foi utilizado o soro de camundongo positivo ao N. caninum.

As membranas foram incubadas por 2 horas com anti-IgG de
camundongo conjugada a peroxidase (SIGMA) na diluicdo de 1:4.000 em PBS-
Tween 80 a 0,05% e apos este tempo foram lavadas novamente duas vezes
em PBS-Tweem 80 e uma vez com PBS. Em seguida, foram reveladas em
substrato para peroxidase (DAB- diaminobenzidina: 10 mg; Tris 0,05M pH 7,6:
10 mL; NiCl; 0,3%: 1 mL; H,O, 30%: 10 pL). A revelacédo foi interrompida com
agua destilada. Toda a reacao foi realizada a temperatura ambiente, sob

agitacao.

4.21. Inibicdo da infeccao por Neospora caninum em células VERO

As células VERO mantidas em garrafas de 25 cm? foram expandidas
para duas placas de seis poc¢os, enquanto isso uma outra garrafa de células
VERO recebeu uma amostra de Ncl que estava congelada para ser ativada. A
garrafa que continha os parasitos foi mantida por trés dias, em seguida foram
purificadas como apresentado no item 4.4. Ap6s a purificacdo, se coletou uma
aliqguota com 10° taquizoitos e adicionou-se em cada poco da placa com
células VERO.

Assim, um poco de cada placa que possuia células infectadas com Ncl,
foi mantido com meio RPMI completo, totalizando dois pog¢os. Enquanto, quatro
pocos receberam para a manutengao da cultura os sobrenadantes dos clones
que produziram os anticorpos monoclonais. A cultura foi mantida por cinco dias
a 37°C e 5% de CO,,

Cada poco recebeu uma laminula, antes da passagem das células
VERO para as placas. Portanto, com o decorrer dos cinco dias, as laminulas

foram retiradas e submetidas a coloracdo por GIEMSA. Primeiramente, as
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laminulas foram cobertas com 1 mL do corante por 1 minuto, em seguida
adicionou-se 0 mesmo volume de tampao fosfato pH 6,6 (Na;HPO,: 3,8 g;
KH,PO4 : 5,47 g; 1L de agua milliQ) e foram mantidas por 12 minutos. Apés a
secagem em temperatura ambiente, as laminulas foram observadas em

microscopio Nicon Eclipse E-600.

4.22. Isotipagem dos anticorpos monoclonais

A fim de determinar o is6tipo do anticorpo monoclonal produzido, se
utilizou o kit Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (SIGMA) e se
realizou a técnica de Imunodifusio em Gel de Agar. Primeiramente
prepararam-se as placas de Petri com 4 mL de agarose 1% em PBS 7,2.
Perfurou-se o agar formando sete orificios, sendo um central e seis periféricos.
No orificio central aplicou-se 15 pL do sobrenadante da cultura dos clones e
nos periféricos 10 pL de cada isétipo presente no kit. As placas foram mantidas
em camara Umida sobre temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas, e

em seguida foram analisadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Multiplicagcédo do Neospora caninum

As células VERO, como citado no item 4.3, foram mantidas em cultura
por um més. Com a manutencao da cultura visava-se a verificacao da presenca
de contaminacdes, a aderéncia das células nas garrafas com a formacédo da
monocamada celular e a auséncia de células mortas na cultura. Essas
condicBes eram essenciais para obter a multiplicacdo desejada do parasita.

Apos a obtencdo das células em condicbes adequadas, realizou-se a
sua inoculagdo com Ncl como foi citado no item 4.3. As células VERO
infectadas foram mantidas em estufa de CO, a 37° C. Em dias alternados era
observada a multiplicacdo dos taquizoitos e realizava-se a substituicdo dos
meios de cultura. A presenca do Ncl em cultura de células VERO pode ser

observada na figura 6.
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(b)
Figura 6 - Cultivo do Neospora caninum em células VERO, com aumento de 100x em (a) e
aumento de 400x em (b) no microscopio invertido.

Durante seis meses foi possivel realizar a manutencéo das culturas de
VERO sem e com a presenca dos taquizoitos, para que fossem preparadas
aliquotas para a imunizacdo dos camundongos, preparo de laminas para
realizar a RIFI, realizacdo da eletroforese e estoque do N. caninum para
trabalhos posteriores. A obtencdo de antigenos pela cultura celular permitiu a
consolidagdo das amplas perspectivas propostas no trabalho. Durante o
experimento ndo foram observadas contaminac¢des por fungos e bactérias que
pudessem levar a resultados ndo confiaveis dos anticorpos monoclonais que

foram secretados pelos clones.

5.2. Purificagcédo do Neospora caninum

Apo6s a manutencdo e a multiplicacdo do N. caninum em células VERO,
no periodo de seis meses de cultivo celular, coletou-se 500 mL de
sobrenadante das células VERO infectadas com o parasito. Segundo OMATA
et al. (2006), é fundamental a purificacdo para a remocao das células VERO, e
dos debris celulares, impedindo-se assim qualquer interferéncia nos passos
sucessivos do trabalho. Tanto na imunizacdo dos animais, afetando o
desenvolvimento de resposta imune dos camundongos, como no preparo das
laminas de imunofluorescéncia.

Este procedimento foi realizado seguindo o item 4.4, no qual se obteve
um volume final de 25 mL de concentrado do N. caninum, que foram

aliquotados em eppendorfs e armazenados a -20°C. Em cada 1 mL de
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suspensdo purificada, em PBS 7,2, obteve-se 2x10° taquizoitos. Durante a
contagem na camara de Newbauer foi observada a homogeneidade e a pureza
do conteudo filtrado. A purificacdo € necessaria para evitar os resultados falsos
positivos dos soros dos animais e dos sobrenadantes das culturas de

hibridomas e clones.

5.3. Dosagem de Proteina

Determinou-se uma concentracdo de proteina parasitaria suficiente para
o desenvolvimento de todo o experimento. Assim, fez-se necessario a
determinacdo da concentracdo das proteinas para definir o volume da
suspensao dos taquizoitos purificados para a inoculacdo dos camundongos.

A concentracdo das proteinas dos parasitos integros foi determinada em
1392 pg/mL e os parasitos sonicados em 1108 pg/mL, como se observa na
tabela 2.

Tabela 2 - Concentragéo protéica do Neospora caninum mantido integro e o sonicado.

Amostra Absorvancia Concentracao Protéica (ug/mL)
Parasito integro 0, 234 AU 1392 pg/mL
Parasito sonicado 0,179 AU 1108 pg/mL

Diante dos resultados apresentados, foi possivel definir o volume de
cada in6culo a ser aplicado nos camundongos, ja que cada animal foi
submetido a 50 pg de massa parasitaria. A dosagem do imundégeno a ser
inoculada nos animais seguiu a determinacdo de SCHUNK e MACALLUM
(2005). Sugere-se que o parasita sonicado obteve uma menor concentragao de
proteinas, pelo fato de antigenos terem ficado ligados nas membranas e

algumas proteinas terem sido destruidas com a realizacdo da sonicacao.

5.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A técnica de SDS-PAGE foi realizada seguindo o protocolo apresentado
no item 5.20.1. Nessa técnica realizou-se previamente o preparo das amostras
do N. caninum, T. gondii e células VERO, como pode ser visto nos itens 4.7.3 e
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4.9. Os perfis eletroforéticos dos antigenos de N. caninum cepa Ncl, T. gondii
cepa RH e células VERO séo observados no gel da eletroforese SDS-PAGE
que foi corado com nitrato de prata como apresentado em 4.20. Assim,
observaram-se comparativamente o perfil das proteinas na figura 07.

Na canaleta 6 foram aplicadas as células VERO. Realizou-se essa
aplicacao ja que N. caninum foi multiplicado nessa linhagem celular e assim
eliminaria as possiveis contaminacfes dessas células no perfil do Ncl. Nas
canaletas 3, 5, 7 foram aplicadas amostras de N. caninum e, 2 e 4 de T. gondii.
Esse ultimo foi aplicado para observar quais proteinas sao exclusivas e quais
sdo compartilhadas entre ambos, ja que esses parasitos pertencem a mesma

familia.

150 kDa

70kDa 70kDa

50 kDa
40 kDa

25kDa 25 kDa

20kDa

10kDa

Figura 07 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE- Gel de acrilamida 12%) corado com nitrato de
prata. 1- Marcador; 6- Células VERO; 3, 5 e 7- Neospora caninum; 2 e 4- Toxoplasma gondii.

Observou-se que as proteinas de 10 kDa e 40 kDa apareceram somente
em Ncl, ndo sendo encontrada nas células VERO e nem no T. gondii, sendo,
portanto proteinas de interesse para serem investigadas com maior acuracia.
Segundo SCHARES et al. (1999) a proteina de 40 kDa é encontrada na
superficie do parasito, o que faz com que seja uma possivel candidata a
trabalhos com vacinas e imunodiagnéstico.
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As proteinas de 60 kDa e 70 kDa foram encontradas em Ncl e néo
foram observadas no perfil das células VERO, ndo sendo, portanto,
contaminagcao dessa linhagem celular. No entanto, em uma canaleta de T.
gondii foi possivel observar duas bandas com valor aproximado de 70 kDa e 60
kDa, sendo assim necessaria em futuros trabalhos a verificacdo da afinidade
do anticorpo a essas proteinas do Ncl. Segundo os trabalhos desenvolvidos
por KELLER et al. (2004), observou-se que a proteina de 70 kDa é uma
proteina de micronema de N. caninum de extrema importancia na relacdo
parasito hospedeiro.

Detectou-se a proteina de 25 kDa na canaleta 5, correspondente ao
Ncl, a qual ndo foi vista nas canaletas do T. gondii e células VERO. Conforme
BASZLER et al., (1996), essa proteina foi detectada por anticorpos de soros de
animais positivos ao N. caninum, confirmando a sua presenca nesse parasito.
Assim como a proteina de 10 kDa citada anteriormente, a proteina de 25 kDa
também é uma candidata a trabalhos com vacinas e imunodiagndstico para a
neosporose.

Portanto, observou-se que as proteinas de 10 kDa, 40 kDa, 25 kDa
foram exclusivas do perfil do Nc1, ndo sendo contaminagéo das células VERO

e nem sofrem reacgdo cruzada com T. gondii.

5.5. Imunizag¢&o dos camundongos BALB/c

Os camundongos BALB/c foram inoculados pela via subcutanea,
seguindo as instrucdes do item 4.10. Para cada inoculacdo foram necessarios
50 pg dos taquizoitos integros por animal do grupo 1 e 50 pg dos taquizoitos
sonicados por camundongo do grupo 2. Para determinar o volume a ser
inoculado em cada grupo, levaram-se em consideracdo as concentracoes
protéicas determinadas pelo método de Bradford, como podem ser vistas no
item 5.3 e na tabela 01. Assim, foi possivel pelo método de dosagem protéica
determinar o volume necessario de cada suspensao para a inoculacao dos
animais.

Por meio do célculo de C (concentragdo)= m/v (massa/volume) concluiu-
se que era preciso a utilizacdo de 36 pL da suspensédo dos taquizoitos integros
e 46 puL da suspensdo dos taquizoitos sonicados, para que cada animal de

ambos 0s grupos recebessem a mesma massa de antigenos.
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No dia anterior a primeira inoculacdo e no dia em que foi realizada a
quarta inoculacdo foi coletado sangue dos seis animais. O sangue foi
preparado de acordo com o passo 4.7. Assim, foram obtidos os soros que
foram armazenados a -20° C para serem submetidos a imunofluorescéncia
indireta segundo o procedimento explicado no item 4.11.

Os resultados obtidos pela RIFI, como se esperava, a primeira coleta, foi
negativa para N. caninum em todos 0s animais, uma vez que estavam
mantidos em condicfes de isolamento e livres de qualquer contato com o
parasita. Na segunda coleta, ou seja, quatro dias antes da realizacdo da
esplenectomia e fusdo, observou-se pela imunofluorescéncia indireta que
somente o animal 1B do grupo de taquizoitos integros mostrou-se positivo ao
parasito. Enquanto no grupo de taquizoitos sonicados todos o0s animais
mostraram-se positivos ao N. caninum, como pode ser observado na tabela 03,

ilustrada abaixo.

Tabela 03- Demonstracdo dos resultados da imunofluorescéncia indireta dos animais

submetidos a imuniza¢@o com os taquizoitos integros e sonicados.

Animais oleta ! 2
1A - -
1B - +
1C - -
2A - +
2B - +++
2C - +

Legenda: 1A, 1B, 1C: camundongos inoculados com taquizoitos integros. 2A, 2B, 2C: camundongos
inoculados com taquizoitos sonicados. Positivo: +, Negativo:-. 1: coleta de sangue realizada antes

das inoculagdes; 2: coleta de sangue apoés a 4° inoculagéo dos animais.

Pode-se atribuir aos animais que ndo responderam as imunizacdes a
forma como cada um respondeu ao procedimento das inocula¢des. Os animais
gue receberam os taquizoitos rompidos tornaram-se infectados, confirmando

os dados obtidos por OMATA et al. (2006), que demonstraram uma resposta
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imune mais evidente no grupo que recebeu os taquizoitos rompidos do que o
grupo que recebeu os taquizoitos integros. No animal 2B, positivo como 0s
demais, foi observado pela imunofluorescéncia indireta um maior nimero de
taquizoitos fluorescentes, inferindo que este estava apresentando uma
resposta a infeccdo de forma mais evidente. Como vai ser discorrido no
proximo item, o camundongo 2B foi o eleito para a coleta do baco para a

realizacdo da fusdo dos esplendcitos com os mielomas.

5.6. Fusao e clonagem

Utilizou-se o animal 2B para a realizacdo da esplenectomia, pois foi 0
camundongo que apresentou melhor positividade a Neospora caninum, como
se observa na figura 08 o resultado positivo pela técnica de RIFI. O baco desse
animal foi retirado como descrito em 4.15, para a realizagcdo da fusao das

células esplénicas com 0s mielomas.

Figura 08- Demonstracéo do animal 2B positivo a N. caninum (RIFI, no aumento de 400x
no microscopio de imunofluorescéncia).

O processo da fuséo foi realizado seguindo a metodologia descrita em
4.16. Anteriormente, foi preparada uma monocamada de macrofagos que
consistiu na técnica apresentada em 4.14. O preparo da monocamada foi feita
em placas de 96 pocinhos e realizada com 24 horas de antecedéncia da
realizacdo da fuséo.

No processo da fusédo obtiveram-se cinco placas de 96 pocinhos com o0s

hibridomas, sendo utilizadas trés placas com a monocamada de macréfagos e
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duas sem a monocamada. A utilizacgdo da monocamada de macréfagos
demonstrou ser benéfica quando comparados os crescimentos dos hibridos
cultivados em placas com a presenca e auséncia desta, pois houve estimulo do
crescimento dos hibridos e a promocao da limpeza das culturas o que confirma
os fatos relatados por SOUZA em 1999.

Nas cinco placas observadas em microscopio invertido a cada 72 horas
notou-se a confirmacao da auséncia de contaminantes bacterianos e fangicos,
assim como a verificacdo da multiplicacdo dos hibridomas.

Ap6s 15 dias da fusdo dos linfocitos com os mielomas SP2/O (ilustradas
na figura 09, retirou-se 100 pL do sobrenadante de cada pocinho que possuiam

os hibridomas e este material foi mantido a -20° C até a realizacédo da RIFI.

Figura 09- Demonstragdo de mielomas pela seta em aumento de 200x no microscopio
invertido.

Os sobrenadantes coletados foram submetidos a RIFI para a verificacdo
da producao de anticorpos anti-N. caninum. Todos os pocinhos das trés placas
gue apresentaram crescimento celular satisfatorio foram utilizados para a
realizacdo da técnica.

Como ja foi explicado no item anterior, somente as placas que possuiam
monocamada de macréfagos tiveram o crescimento dos hibridomas. Ja que a
monocamada permitia que cultivo celular ficasse livre das contaminacgdes e das
células mortas, pois realizavam a fagocitose dessas estruturas, e estimulavam
a multiplicacdo dos hibridos. Observou-se que 72,4% dos hibridos verificados
produziram anticorpo anti-N. caninum, como se verifica na tabela 04 e grafico

01. Dessa porcentagem, foram escolhidos 50 pocinhos que apresentavam um
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bom crescimento celular para congelamento a -70°C. O processamento dos
hibridos seguiu a metodologia descrita em 4.3 sendo o congelamento das
células executado em todas as etapas consideradas de risco, a fim de evitar
perdas de material, além da sua manutencéo para estudos posteriores.

Tabela 04- Comparacdo por porcentagem entre o nimero dos hibridos positivos e negativos
utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta ao Neospora caninum para 100 pocinhos.

Hibridos lacas 1 2 3 Total

Positivos 70,6% 80,0% 58,4% 72,4%
Negativos 29,4% 20,0% 41,6% 27,6%
B
S
P
| —
., |
: _ lNegati\;oao M
s || B Positivoao Mo
g ===
[
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Porcentagem dos resultados da RIFI

Grafico 01- Relacéo dos hibridos positivos e negativos ao N. caninum.
Legenda: Os numeros no eixo y representam as placas 1, 2 e 3 de 96 pocinhos que continham os
hibridos.

Foram escolhidos 42 pogos positivos ao N. caninum para realizagao da
técnica de RIFI para deteccdo de anticorpos anti-T. gondii, a qual foi realizada
como descrita no item 4.17. Esta verificagdo fez-se necessaria para observar a
existéncia da reacdo cruzada entre esses dois parasitos, garantindo desta
forma que o clone produzido secretasse somente anticorpo com afinidade a N.
caninum. Desses pocos testados, trés foram positivos ao T. gondii e eles foram
descartados da possibilidade de clonagem, ja que seriam hibridomas que
poderiam gerar clones com reagao cruzada ao T. gondii e N. caninum. Na

figura 10, observa-se um resultado da RIFI obtendo em (a) um resultado
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positivo ao N. caninum e em (b) negativo ao T. gondii do hibrido denominado
de 3HS.

(@) (b)
Figura 10 - Resultado da Imunofluorescéncia Indireta 200x (a) Resultado positivo a Neospora
caninum do hibrido 3H8; (b) Resultado negativo a Toxoplasma gondii do hibrido 3H8.

Assim, a escolha entre os hibridos positivos ao N. caninum e negativo ao
T. gondii foi baseada na multiplicacdo das células e na viabilidade celular. Os
hibridos escolhidos para a clonagem foram 3H8, 2A2, 2G2, 1E1, como se
observa na figura 11. Os hibridos selecionados para a clonagem foram
submetidos ao método da diluicdo limitante, como descrito no item 4.18. Os

demais hibridos foram congelados a -70° C.

Figura 11- Demonstracdo do Poco 2G2, da placa de 96 pocinhos, com hibridos que foram
selecionados para clonagem por meio da diluicdo limitante (100x).
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Cada pocinho utilizado na diluicdo limitante possuia cerca de 2x10°
hibridos e este procedimento teve um preparo prévio da monocamada de

macrofagos, como descrito em 4.13.

5.7. Reacdo da Imunofluorescéncia Indireta para a avaliagdo do
sobrenadante dos clones

ApoOs sete dias da realizacdo da clonagem, observou-se o crescimento
celular nos pocinhos dos clones que, pela diluicao limitante, teriam inicialmente
uma unica célula. Os que se apresentaram com clones viaveis, culturas livres
de contaminagbes e com o0 pogo com cerca de 80% de confluéncia foram
selecionados para a coleta de 100 uL do sobrenadante e para a realizacao da
RIFI, como descrito no item 4.17. Obteve-se como resultado dessa técnica
78,2% dos clones positivos a N. caninum e 21,8% dos clones negativos ao

parasito como se observa na tabela 05 e no gréfico 02.

Tabela 05- Comparacado por porcentagem entre 0 niumero de clones positivos e negativos pela
técnica de imunofluorescéncia indireta para 64 pocinhos.

Hibridos 3HS8 2A2 2G2 1E1 Total
Clones
Positivos 64,7% 72,8% 82,4% 84,4% 78,2%
Negativos 35,3% 27,2% 17,6% 15.6% 21,8%
1

4 | I

A

[ —
3 | I
[ = m Negativoao Ncl
2 | —

B Positivoao Ncl

I
I

v ® 30 —0

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Porcentagem dos resultados da RIFI

Grafico 02- Relacéo de clones positivos e negativos ao Neospora caninum.
Legenda: Cada ndmero no eixo y representa um hibrido que foi designado de 1) 3H8, 2) 2A2, 3)

2G2, 4) 1E1.
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Dentre os sessenta e quatro clones das quatro placas dos clones, quatro
foram escolhidos para a reclonagem, objetivando a garantia de que o clone

final fosse originado de uma Unica célula.

5.8. Reclonagem e avaliagdo do sobrenadante

Seguindo as condi¢des citadas no item anterior, foram selecionados os
seguintes clones para a reclonagem. Dentre os selecionados, os clones: 1E1
E12, 3H8 E11, 2A2 12G, 2G2 12G, apresentaram-se positivos a RIFI e com um
crescimento celular desejavel. Para a realizagdo da reclonagem, preparou-se,
com 24 horas de antecedéncia, a monocamada de macréfagos para a
realizacdo da diluicdo limitante, como descrito no item 4.18. Esse passo foi
fundamental como ja citado, para a garantia da origem de um clone unico.
Passados sete dias da realizacdo da reclonagem, realizou-se a RIFI dos
pocinhos que possuiam uma Unica célula inicialmente e que estavam com o
crescimento celular adequado. Assim, foram escolhidos para a expansao em
placas de 24 pocos os seguintes clones positivos ao N. caninum: 1E1 E12 Al1,
1E1 E12 C9, 3H8 E11 C10, 2A2 12G 10G, 2G2 12G E12. A expanséo foi
essencial para a multiplicagcdo dos clones e para permitir que se chegasse a
um maior volume de sobrenadante para a realizagcdo do Western Blot.

5.9. Expanséao dos clones

A expansdo dos clones para as placas de 24 pocos, que foram
previamente preparadas com uma monocamada de macrofagos, como descrito
em 4.13, foi necesséaria para obter um volume minimo de 3 mL de
sobrenadante para a realizagdo do Western Blot. A passagem dos clones
selecionados da placa de 96 pocinhos para a de 24 pocos foi realizada
suavemente com a homogeneizacdo e a suspensao das células. As células
foram cultivadas em meio RPMI completo. Cada orificio continha o volume de 1
mL de meio. Ao decorrer de sete dias, as placas foram observadas
diariamente. Durante esse tempo foi observado uma multiplicacédo dos clones
pela expansdo e ocupacdo dos pocinhos como se observa na figura 12, a

cultura estava limpida e livre de contaminagdes.
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(@) (b)

Figura 12- Clones 2A2 12G 10G em placa de 24 pocinhos. (a)- Os clones 2A2 12G 10G em

menor aumento (40x); (b)- Os clones em um aumento maior (100x).

Os sobrenadantes dos clones foram coletados e armazenados a -20° C
até a realizacdo do Western Blot.

A fim de nédo existir perda do material e evitar que o trabalho fosse
interrompido em algum passo, congelavam-se sobrenadantes, células,

hibridomas, sempre quando se julgava necessario.

5.10. Western Blot para a avaliacdo da clonagem

Apo6s a multiplicagdo dos clones e a observacdo de um crescimento
adequado, foram coletados cinco vezes, em dias alternados, 1 mL de
sobrenadante de cada clone, e adicionado mais 1 mL de meio RPMI 1640
completo em cada pocgo. Esse material, devidamente identificado, foi mantido a
-20° C até o momento da realizacdo do Western Blot. Neste ensaio, as
proteinas do N. caninum, T. gondii e células VERO foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, como descrito no item 4.19.3, para avaliar
com quais proteinas os anticorpos monoclonais sintetizados pelos clones
estariam interagindo com maior afinidade. A técnica foi realizada com sucesso
e houve o reconhecimento de duas bandas protéicas do Ncl pelos anticorpos
sintetizados pelos clones.

Os clones produzidos neste trabalho sintetizaram anticorpos
monoclonais que reconheceram as bandas protéicas com massa molecular de
70 kDa e 25 kDa. Os clones 1E1 E12 All e 1E1 E12 C9, produziram
anticorpos monoclonais que reconheceram a banda de 25 kDa, enquanto 3H8
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E11l C10 e 2A2 12G 10G, reconheceram a banda de 70 kDa. Os anticorpos
produzidos pelo clone 2G2 12G E12 néo foram capazes de reconhecer bandas
protéicas do N. caninum.

A baixa producéo de anticorpos pelo clone 2G2 12G E12 justifica 0 nédo
reconhecimento de bandas protéicas no Western Blotting. No entanto, como
citado no item 5.7, esse clone € positivo ao N. caninum por RIFI.

Observou-se na figura 13 as bandas de 25 kDa e 70 kDa que foram
reconhecidas somente nas canaletas do gel que receberam o Ncl. Os
anticorpos nao reconheceram nenhuma proteina do T. gondii como pode ser
visto na canaleta 3. E na canaleta 4, em que foi utilizado soro policlonal de
BALB/c como controle positivo, notou-se a presenca da proteina de 25 kDa em
seu perfil, 0 que confirma a sua presenca como proteina do N. caninum. O
reconhecimento da proteina com a massa molecular de 25 kDa confirma os
dados apresentados por BASZLER et al. (1996). Em, 1996, BASZLER e
colaboradores verificaram que a proteina de 25 kDa, assim como as de 65 e
116 kDa sédo reconhecidas por anticorpos dos soros de todos os animais
Neospora-positivos. Sendo assim, € uma proteina a ser identificada de grande
importancia em testes de imunodiagnéstico para verificacdo em casos

suspeitos de neosporose.

85kDa —

30kDa ———

20kDa —

10kDa —

Figura 13- Western Blotting com os anticorpos monoclonais frente ao Neospora caninum.
Pesos moleculares (kDa) indicados a esquerda. 1-Marcador de peso molecular; 2- Controle
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negativo: meio de cultivo RPMI 1640 completo; 3- Amostra de Toxoplasma, com sobrenadante
dos clones; 4 a 8- Amostra de Ncl1, com sobrenadante dos clones; 9- Controle positivo, soro

policlonal de BALB/c positivo ao Neospora caninum.

A proteina de 70 kDa reconhecida pelos anticorpos monoclonais nao foi
detectada no soro policlonal utilizado como controle positivo. Porém, como foi
visto no item 5.4, essa banda protéica esteve presente na canaleta que
recebeu amostras do Ncl, o que confirma os dados apresentados por KELLER,
et al. (2004).

Uma proteina de 70 kDa identificada nos taquizoitos do N. caninum
pelos anticorpos monoclonais pode ser uma proteina de micronema que
desempenha um papel importante na primeira fase da adesdo do parasito a
célula hospedeira, por ser uma proteina de mediacéo entre eles. Uma proteina
de 70 kDa foi denominada de NcMIC4 (N. caninum microneme proteina 4) por
KELLER et al.(2004), que confirmaram que esta & fortemente expressa na
ponta apical do parasito. Assim, a NcMIC4 possui um papel fundamental na
interacdo parasito-hospedeiro, sendo importante para que o taquizoito invada a
célula hospedeira, confirmando os dados de NISHIKAWA et al. (2000). A
proteina de 70 kDa a qual foi identificada pelos monoclonais deste trabalho,
ndo se pode afirmar que se trata da mesma proteina de 70 kDa detectada
pelos autores citados acima, no entanto, pelo desenvolvimento do trabalho viu-
se que essa e a de 25 kDa, possuem participacdo na interacado parasita-
hospedeiro.

Para o reconhecimento dos clones e anticorpos monoclonais em
qualquer localizacdo mundial é de suma importancia representar 0s anticorpos
monoclonais seguindo a nomenclatura universal como pode ser observado na
tabela 06. A nomenclatura para os clones “mae”, foi baseada no numero da
placa de fusao (1, 2, 3), colunas (nimeros, de 1 ao 12) e linhas (letras de A até

H), presentes nas placas de 96 pocos.
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Tabela 06-Nomenclatura Universal dos anticorpos monoclonais (PETERS, J.H. e
BAUMGARTEN, H., 1992)

Clones Nomenclatura
1E1 E12 A1l MAB<Nc1>1.2.84.11
1E1 E12 C9 MAB<Nc1>1.48.60.33
3H8 E11 C10 MAB<Nc1>1.92.73.34
2A2 12G 10G MAB<Nc1>1.2.84.82

MAB (anticorpo monoclonal), Nc1 (Neospora caninum, cepa 1), 1° n°: a fusdo realizada, 2°
n°: posicdo na placa de 96 pocos do hibridoma, 3° n°: posi¢do na placa de 96 pocos do
clone, 4° n°: posi¢cdo na placa de 96 pocos do reclone. A contagem na placa é de forma
continua por linhas de 1 a 96.

Assim, neste trabalho foram produzidos quatro clones que sintetizam
anticorpos monoclonais que reconhecem as proteinas de massa molecular de
25 e 70 kDa. Com a descoberta e a producédo desses anticorpos € essencial
afirmar que sdo ferramentas fundamentais para estudos posteriores de vacinas

e métodos de diagndsticos como ELISA, dot-ELISA e imunoistoquimica.

5.11. Inibicdo da infeccao por Neospora caninum em células VERO

O procedimento para avaliacéo da inibicdo do Ncl nas células VERO foi
descrito no item 4.21. Essa etapa do trabalho foi um pré-experimento para a
analise da inibicdo das células VERO com os taquizoitos do N. caninum em
cultivo celular, com os anticorpos monoclonais presentes nos sobrenadantes
dos clones.

Observam-se na figura 14, os resultados obtidos no pré-experimento, as
fotos representam a cultura mantida com meio completo em (a), e com

sobrenadantes do clones em (b) e (c).
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Figura 14. Coloragdo por GIEMSA de células VERO infectadas por N. caninum. (a)- células
VERO inoculadas com Ncl e mantidas com meio RPMI completo, observa-se pela seta a
presenca do Ncl, 400x. (b)- células VERO inoculadas com Ncl e mantidas com sobrenadante
dos clones de 25 kDa, 200x. (c)- células VERO inoculadas com Ncl e mantidas com
sobrenadante dos clones de 70 kDa, 400x.

As culturas celulares que receberam os sobrenadantes dos clones de 25
kDa e 70 kDa como pode ser visto na figura 14b e 14c impediram a
multiplicacdo dos taquizoitos e seu efeito citopatico nas células VERO, como é
observado em (a) que foram mantidas somente com o meio RPMI completo.
Portanto, os anticorpos produzidos pelos clones foram capazes de impedir que
0s taquizoitos multiplicassem e destruissem as células VERO, sendo assim, &
de suma importancia afirmar que as proteinas de 70 kDa e 25 kDa do N.
caninum sao proteinas de interesse na relagdo parasita e hospedeiro. Essas
proteinas ao serem inibidas pelos anticorpos impediram que o0s taquizoitos

livres invadissem as células, ndo ocorrendo a invasdo celular e a sua
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multiplicacdo. Assim, pode-se sugerir que sdo proteinas de interesse para
estudos posteriores de vacinas e terapéutica para o controle da neosporose.

5.12. Isotipos dos anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais produzidos pelos clones foram submetidos a
técnica de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) como esta descrito no item
4.22. Os anticorpos monoclonais que reconheceram as proteinas de massa
molecular de 25 kDa e 70 kDa sé&o do isotipo lgG2a. SCHREIBER et al (1991)
demonstraram que os anticorpos IgG2a e 1gG2b produzidos pelos linfocitos B
promovem a aceleracdo da maturacdo dos macrofagos do hospedeiro.

Segundo ESTES e BROWN (2002), a producédo de IgG2a ocorre pela
inducdo de INF-Y, assim como pela IL-12 e IL-18 em resposta ao aumento da
producéo do INF-Y, portanto tem-se uma resposta polarizada do tipo Th1.

Os anticorpos monoclonais produzidos neste trabalho poderdo ser
usados no desenvolvimento de testes mais sensiveis, nos estudos
epidemioldgicos da neosporose ou poderdo ser utilizados na identificacdo de
proteinas relevantes para o desenvolvimento de vacinas. Sendo de grande
importadncia a manutencao das culturas celulares dos clones, ja que sdo de
producao ilimitada.

Os clones que sintetizaram 0s anticorpos monoclonais para o
reconhecimento das proteinas de 25 kDa e 70 kDa sdo importantes
ferramentas de trabalho para a expansao e producéo de anticorpos em maior
escala para a sua utilizacdo em diagnoéstico da neosporose como as técnicas
de imunoistoquimica, ELISA e dot-ELISA.

De acordo com os objetivos propostos para esse trabalho, os anticorpos
monoclonais foram produzidos contra o N. caninum purificado através da fusao
de um pool de células esplénicas de um camundongo imunizado e o mieloma
SP2/0O resultando na obtenc&o de hibridomas, secretores de anticorpos que
detectavam os antigenos por RIFI. Apos a clonagem por diluigdo limitante das
culturas positivas, foram obtidos clones secretores de anticorpos especificos
para o Nc1l.

Na caracterizacado dos AcMo realizada através da isotipagem, todos os
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anticorpos puderam ser isotipados. A vantagem do kit utilizado é a facilidade de
manuseio aliado a rapidez dos resultados. Neste ensaio, 4 dos clones
apresentaram positivos para a secrecao de anticorpos isotipo lgG2a.

Os anticorpos monoclonais produzidos por todos os clones obtidos
nessa fusdo apresentaram reatividade por “imunoblotting” com uma banda
protéica de 25 kDa e 70 kDa na fracéo purificada do N. caninum.

Assim, anticorpos monoclonais altamente especificos para o parasita
sdo importantes para o uso em diagnaostico, através de sistemas de captura de
determinada proteina presente no soro dos pacientes, o que se pode sugerir
para a proteina de 25 kDa.

Teve-se a intencdo de empregar uma gama de metodologias modernas
e outras jA consagradas, de forma a produzir anticorpo monoclonal com
caracteristicas neutralizantes na identificacdo de epitopos e componentes do
N. caninum que podem vir a ter utilidade biotecnologica no desenvolvimento de
ensaios imunodiagnosticos ou de novas terapias e vacinas.

Demonstrou-se que a técnica dos anticorpos monoclonais pode ser
desenvolvida contra o N. caninum e o estabelecimento das condicGes de
clonagem e preservacdo dos hibridomas ao nivel de Brasil, possibilitando ao
LBCHV do DVT e do BIOAGRO, na UFV a utilizacdo desses anticorpos para

trabalhos posteriores.
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6. CONCLUSOES

A imunizacdo dos camundongos com o Neospora caninum purificado e
sonicado permitiu a obtencdo de anticorpos policlonais capazes de detectar a
proteina parasitaria nos ensaios do tipo RIFI e Western Blotting.

Houve a producao de hibridomas secretores de anticorpos policlonais que
reconheceram o N. caninum por RIFI.

Houve a producdo de clones secretores de anticorpos monoclonais, 0s
quais se identificaram positivos a RIFI.

Os anticorpos monoclonais foram caracterizados como IgG2a, e foram
capazes de inibir a infeccdo e o efeito citopatico do N. caninum nas células
VERO.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS
Producdo dos AcM em maior escala por meio da producdo de liquido

ascitico em camundongos.

Podem ser propostos 0s seguintes estudos empregando os AcM:
imunoistoquimica para diagndstico in situ da infeccdo por N. caninum, estudo
de amostras em surtos de doenga quanto ao tropismo tecidual e, avaliagdo da
situacdo atual do N. caninum no campo, comparando a ocorréncia de episodios
clinicos atuais com a doenca e em anos anteriores.

Multiplicagéo dos clones para a producao dos anticorpos monoclonais,
para que sejam purificados e em seguida utilizados em cromatografias.

Pela cromatografia de afinidade obter as proteinas de massa molecular
de 70 kDa e 25 kDa para serem sequenciadas e por longos trabalhos
desenvolver uma proteina recombinante para a utilizacdo em projetos com
vacinas para o controle da neosporose.

Apoés a determinacéo da inibicdo da infeccdo pelo N. caninum in vitro,
faz-se necessarios estudos mais aprofundados para alcancar um método de

controle da neosporose.
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