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O Neospora caninum é um protozoario apicomplexa com
maior implicagdo em abortamentos em muitos paises do
mundo. As perdas econdmicas determinadas pela
neosporose incluem além dos abortamentos também o
descarte precoce de vacas, 0s custos de reposicdo de
novos animais no rebanho, a queda na producéo leiteira,
bem como na producdo da gordura no leite. O diagndstico
imunoldgico envolve a aquisicdo de Kkits diagndsticos
existentes no mercado 0s quais apresentam alto custo.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi & produgéo de
hibridomas secretores de anticorpos policlonais com
afinidade ao Neospora caninum (cepa Nc-1) para
utilizacdo em imunodiagnoésticos. Para a producdo dos

RESUMO

anticorpos usou-se 0 protozoario sonicado, proveniente da
cultura em células VERO, que foi purificado por filtracéo.
Esses taquizoitos foram utilizados na imunizagdo dos
camundongos BALB/c, usando-se como adjuvante a
saponina, 0 que permitiu a obtencdo de anticorpos
policlonais capazes de revelar a fluoresceina na reacéo da
imunofluorescéncia indireta. A fusdo das células
esplénicas, provenientes dos camundongos imunizados
com as células de mieloma SP2/0 resultou na obtencéo de
72,4% de hibridomas secretores de anticorpos anti-Nc-1.
Esses hibridomas secretaram anticorpos positivos ao N.
caninum e negativos ao Toxoplasma gondii.
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PRODUCTION OF HYBRIDOMAS SECRETING ANTI-Neospora caninum
ANTIBODIES FOR USE IN IMMUNODIAGNOSTIC

The Neospora caninum is a protozoan Apicomplexa with
greater involvement in abortions worldwide. The
economic losses determined by neosporosis also include
abortions besides the early disposal of cows, costs for
replacing animals in the herd, drop in milk production as
well as milk in fat production. The immunological
diagnosis involves purchasing costly diagnostic Kits on the
market. Therefore, the aim of this study was the
production of hybridomas secreting polyclonal antibodies
with affinity to Neospora caninum (Nc-1 strain) for
immunodiagnostic use. For antibodies production, we

ABSTRACT

used sonicated protozoa from Vero cells in culture,
purified by filtration. These tachyzoites were employed
for immunization of BALB / ¢ mice using saponin as
adjuvant, which allowed obtaining polyclonal antibodies
capable of revealing fluorescein reaction in indirect
immunofluorescence. The fusion of splenic cells, from the
immunized mice with myeloma cells SP2 / 0 resulted in
72.4% hybridomas secreting anti-Nc-lantibodies. These
hybridomas secreted antibodies positive to N. caninum
and negative to Toxoplasma gondii.

KEYWORDS: hybridomas, immunodiagnosis, monoclonal antibodies, neosporosis.
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INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario que
foi reconhecido em cées por Bjerkas et al.!, ao
descreverem a ocorréncia de uma enfermidade
neuroldgica em filhotes de cdes da Noruega
caracterizada por encefalomielite, miosite e
paresia. Parasitos livres foram encontrados no
cérebro e nos masculos e formas encistadas no
cérebro dos cdes acometidos pela enfermidade. As
formas encistadas assemelhavam-se a Toxoplasma
gondii, porém, os testes soroldgicos realizados
para este parasita apresentaram-se negativos.

Dubey et al.? tornaram a analisar os cortes
histolégicos dos 23 cdes mortos em 1984, os
mesmos estudados por Bjerkas et al.l, e
observaram que 13 dos 23 animais tiveram
diagnostico confirmado para T. gondii, engquanto
nos outros 10 cées identificaram-se um novo
género que foi denominado de Neospora com a
descri¢do de uma nova espécie. Os sinais clinicos
relacionados a infeccdo por Neospora nesses caes
foram a paresia e a paralisia dos membros
pélvicos, sintomatologia ndo observada na
toxoplasmose?.

Furuta et al.® demonstraram que cdes
excretaram oocistos através das fezes apds serem
alimentados com ovos embrionados infectados
experimentalmente com taquizoitos de N.
caninum. Costa et al.” encontraram soroprevaléncia
em aves infectadas naturalmente (1,5% das
galinhas criadas intensivamente e 23,5% das
criadas extensivamente), indicando que possuem
um importante papel na epidemiologia no meio
rural. A presenca de cdes, aves domeésticas,
silagem e fornecimento de colostro foram fatores
de risco observados em rebanhos bovinos leiteiros
com ocorréncia de abortos associados ao N.
Caninum®.

Como agente patogénico para bovinos, N.
caninum foi indicado inicialmente por Thilsted e
Dubey® e, desde entdo, vem sendo associado a
prejuizos econdmicos consideraveis para a
pecudria de corte e leite em diversos paises. Os
principais prejuizos econdmicos relacionam-se ao
abortamento e a mortalidade neonatal em
bovinos*, porém os bezerros podem apresentar
sintomatologia nervosa logo apds o nascimento,
devido as lesdes inflamatorias do sistema nervoso
central, ou serem clinicamente normais, mas
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cronicamente infectados, devido a transmissao
transplacentaria®.

Uma das provas diagndsticas mais
utilizadas para a neosporose fundamenta-se em
ensaios imunoenzimaticos (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay/ELISA), que tém sido
amplamente utilizados na confirmacdo das
infeccdes em rebanhos bovinos devido a sua
rapidez e facilidade para a analise dos resultados®.

Conforme indicado por Lenaars e
Hendriksen'®, anticorpos tém sido amplamente
utilizados para deteccdo e caracterizagao
imunoquimica de diversos componentes celulares,
assim como em testes imunodiagnoésticos e na
identificacdo de patogenos relacionados com
doencas humanas e animais, entre outros usos.
Nesse contexto, producdo de células hibridas
imortalizadas em culturas de tecido e produtoras
de anticorpos com especificidade pré-determinada
pelo processo de sua preparacdo, conhecido como
hibridomas secretores de anticorpos, sdo de grande
interesse biotecnolégico®®.

A produgdo de anticorpos monoclonais
para a caracterizagdo de componentes moleculares
antigénicos de N. caninum envolvidos no processo
de invasdo celular é importante para o0
desenvolvimento tanto de ferramentas de
diagndstico como para o controle da infecgdo nos
hospedeiros.

Assim, buscando a obtencdo de novos
insumos biotecnolégicos, buscou-se, neste estudo,
a producdo de hibridomas secretores de anticorpos
contra proteinas de taquizoitos do N. caninum
direcionada a utilizagdo para o imunodiagndstico
da neosporose.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no
Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoérios e Vetores (LBCHV) no Instituto de
Biotecnologia  Aplicado a  Agropecuéria
(BIOAGRO) e biotério do Departamento de
Educagdo Fisica, na Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

A cepa Ncl isolada de céo? foi cedida
pelo departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia. Realizou-se a
multiplicacdo do N. caninum em células VERO
que foram mantidas em meio de cultivo (RPMI
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1640 suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino) em garrafas de cultura dispostas em estufa
a 37 °C e 5% de CO,. Apo6s 96 horas da inoculacdo
foram coletados os taquizoitos por raspagem da
garrafa. Os taquizoitos foram lavados a
1000g/10minutos com PBS pH 7,2 e purificados
por filtracdo em membrana 5 um (Millipore®). O
pellet foi ressuspendido em PBS pH 7,2 e os
taquizoitos de N. caninum contados em camara de
Newbauer. Para a realizacdo da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), 103 taquizoitos
integros de N. caninum produzidos na etapa
descrita anteriormente foram adicionados as
laminas de vidro em um volume de 10pL/pogo e
fixados com metanol.

Os taquizoitos purificados do N. caninum
foram descongelados e aliquotados para a
inoculacdo dos camundongos do grupo que
recebeu os taquizoitos integros, sendo mantidos
em gelo at¢ o momento da inoculagdo. Para o
preparo das amostras de taquizoitos sonicados, 0s
mesmos foram descongelados rapidamente em
banho-maria a 37 °C, sonicados a 200 Watts/30
segundos e 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 at¢é o momento da
inoculacdo dos animais. A dosagem protéica das
amostras foi realizada pelo método de Bradford.

Os  camundongos  BALB/c  foram
inoculados com quatro doses de inéculo contendo
50 pg de taquizoitos de N. caninum, 50 pL de
adjuvante saponina e 100 ul de PBS (via
subcutanea). Os animais foram inoculados com
intervalos de 21 dias entre cada aplicacdo. As
amostras do soro sanguineo foram coletadas antes
e apos as inoculagdes para a avaliagdo dos titulos
de anticorpos anti-N caninum e anti-T. gondii dos
camundongos através da reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Por meio do
calculo de C (concentracdo)= m/v (massa/volume),
concluiu-se que era preciso a utilizacdo de 36 pL
da suspensdo dos taquizoitos integros e 46 pL da
suspensdo dos taquizoitos sonicados, para que
cada animal de ambos 0s grupos recebessem a
mesma massa de antigenos

Os esplendcitos, de camundongos BALB/c
inoculados com N. caninum e positivos a este
parasita, foram fusionados a células de mieloma
SP2/0 (cedidas pelo laboratério de Imunologia da
Universidade Federal da Bahia), em uma
proporcdo de 108 linfécitos para 107 mielomas. As
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células  fusionadas foram colocadas em
microplacas de microtitulacdo de 96 pocos e
incubadas a 37 °C e 5% de CO; em meio
RPMI1640, sendo suplementadas com meio HAT
(hipoxantina, aminopterina, timidina). Apds 15
dias da fusdo, as células foram suplementadas com
meio HT (hipoxantina, timidina e glicina) e o
sobrenadante foi coletado para a realizacdo da
RIFI.

A fim de detectar a presenca de anticorpos
anti-N. caninum e sua possivel reagdo cruzada com
T. gondii, foi realizada a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) com os
sobrenadantes das culturas dos hibridos. Os
sobrenadantes da  cultura celular  foram
adicionados as laminas e incubados em camara
Umida a 37 °C por duas horas. As laminas foram
lavadas e adicionou-se o conjugado IgG de coelho
anti-camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FIT, Sigma®, CAS number 3326-32-
7) na diluigdo 1:64. Ap6s a incubacdo, as laminas
foram analisadas  em microscopio de
imunofluorescéncia. Os hibridomas positivos ao N.
caninum e negativos ao T. gondii foram
submetidos a expansdo em placas de
microtitulagdo de 6 pogos, e 0s sobrenadantes
contendo os anticorpos secretados pelos hibridos
foram congeladas a -70 °C. Ap6s a selecdo dos
hibridos produtores dos anticorpos contra o N.
caninum, eles foram expandidos para obtencdo de
um nuamero suficiente de hibridos para uma
posterior clonagem. Anteriormente ao processo de
expansdo, preparou-se, com 24 horas de
antecedéncia, uma monocamada de macréfagos.

Os procedimentos experimentais utilizando
os animais em laboratério foram realizados de
acordo com as normas de experimentacdo animal
definidas  pelo Colégio Brasileiro  de
Experimentacdo Animal (COBEA) e com a
legislagdo vigente, tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica do Departamento de Medicina
Veterindria da Universidade Federal de Vigosa
(DVT/URV), sendo certificado pelo processo de n°
17/2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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 1.
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Tabela 1 - Concentracdo protéica do Neospora caninum mantido integro e o sonicado.

Concentracdo Protéica (ug/mL)

Amostra Absorvancia
Parasito integro 0,234 AU
Parasito sonicado 0,179 AU

1392 pg/mL

1108 pg/mL

Diante dos resultados apresentados, foi
possivel definir o volume de cada inéculo a ser
aplicado nos camundongos, ja que cada animal foi
submetido a 50 pg de massa parasitaria. A dosagem
do imundgeno a ser inoculada nos animais seguiu a
mesma determinacdo de Schunk e Macallumt.
Verificou-se que o parasita sonicado obteve menor
concentragdo de proteinas, pelo fato de antigenos
terem ficado ligados as membranas e algumas
proteinas terem sido destruidas com a realizacdo da
sonicagdo™!.

Os animais que receberam os taquizoitos
rompidos tornaram-se infectados, confirmando os
dados obtidos por Omata?, que demonstraram
resposta imune mais evidente no grupo que recebeu
0s taquizoitos rompidos do que no grupo que recebeu
os taquizoitos integros. O animal que teve maior
nimero de taquizoitos fluorescentes foi eleito para a
coleta do bago para a realizacdo da fusdo dos
esplendcitos com os mielomas.

Da fusdo realizada com o bago deste animal
positivo, observou-se que 72,4% dos hibridos,
testados pela RIFI, produziram anticorpos anti-N.
caninum, como se verifica na Tabela 02. Dessa
porcentagem, foram escolhidos os 50 melhores
hibridomas que apresentaram bom crescimento
celular, os quais foram congelados a -70 °C.

A utilizacdo da monocamada de macrofagos

na cultura dos hibridomas demonstrou ser benéfica
qguando comparados o0s crescimentos dos hibridos
cultivados em placas com sua presenga ou auséncia,
pois houve estimulo do crescimento dos hibridos e a
promocao da limpeza das culturas, o que confirma os
fatos relatados por Souza®®,

Realizou-se o congelamento dos hibridos em
todas as etapas consideradas de risco, a fim de se
evitarem perdas de material, além da sua manutengéo
em amostras para estudos posteriores.

A escolha dos hibridos também foi baseada
na capacidade de multiplicacdo das células e na sua
viabilidade, o que foi observado nos hibridos 3HS8,
2A2, 2G2, 1E1, conforme se observa na Figura 01.

Além disso, 0S hibridos foram
prioritariamente selecionados por serem positivos
para N. caninum e negativos para T. gondii por meio
da realizacdo da RIFI, conforme observado na Figura
2. Isso foi necessario para se observar a existéncia da
reacdo cruzada entre esses dois parasitas, garantindo,
dessa forma, a secrecdo de anticorpo com afinidade
ao N. caninum, com o mesmo objetivo de Dubey? e
Souza®,

As técnicas desenvolvidas possibilitaram a
preservacdo dos hibridomas anti- N. caninum no
Brasil, possibilitando a0 LBCHV da UFV a
utilizacdo dos hibridomas para trabalhos posteriores,
assim como foi realizado por Souza®®.

Tabela 02- Comparagdo por porcentagem entre o numero dos hibridos positivos e negativos utilizando-se a
técnica de imunofluorescéncia indireta ao Neospora caninum

Placas 1 2 3 Total
Positivos 70,6% 80,0% 58,4% 72,4%
Negativos 29,4% 20,0% 41,6% 27,6%
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Figura 01. Demonstracdo do Pogo 2G2, da placa de 96 pocinhos com hibridos vidveis, na ponta da seta é

possivel observar a integridade celular.

(@)

(b)

Figura 02. Resultado da Imunofluorescéncia Indireta 200x. (a) Resultado positivo ao Neospora caninum do

hibrido 3H8; (b) Resultado negativo ao Toxoplasma gondii do hibrido 3H8.

CONCLUSAO

A imuniza¢do dos camundongos com o N.
caninum purificado e sonicado permitiu a obtencdo
de anticorpos policlonais capazes de detectar a
proteina parasitaria nos ensaios do tipo RIFI. A
producdo dos hibridomas secretores de anticorpos
policlonais que reconheceram o N. caninum por RIFI
e foram negativos ao T. gondii mostra-se como uma
metodologia indicada para producdo de insumo de
imunodiagnosticos para a neosporose.
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