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1. INTRODUCAO

O Neospora caninum é um protozodario heter6xeno intimamente relacionado
com o Toxoplasma gondii, causador de desordens neuromusculares no
hospedeiro definitivo (Canis familiaris) e freqientemente diagnosticado como
causa de abortos epidémicos e endémicos na bovinocultura mundial, uma vez
gue os bovinos sdo os principais hospedeiros intermediarios deste patdégeno
(DUBEY et al., 1996). O diagnéstico da neosporose € usualmente baseado em
andlise histopatologica e imunohistoquimica (IHC). No entanto, em levantamentos
epidemiolégicos o0s ensaios que detectam anticorpos especificos contra N.
caninum sdo os mais utilizados, uma vez que a presenca de anticorpos Séricos no
animal indica a presenca ou a recente infeccdo com o parasita (DUBEY;
SCHARES, 2006), o que possibilita a identificacdo de rebanhos infectados por
Neospora.

Entre os ensaios sorolégicos a técnica amplamente difundida é a
imunofluorescéncia indireta (IFI) (DUBEY et al., 1988), uma vez que 0S ensaios
imunoenzimaticos, tal como Enzime-Linked Immunosorbent Assays (ELISA),
utilizam antigenos totais do parasito o que os torna menos especfificos que a IFI.
Os antigenos de membrana detectados pela IFl das espécies do filo apicomplexa,
o qual inclui o género Neospora, sao considerados mais especificos do que os
antigenos de componentes intracelulares (PACKHAM et al., 1998).

Entre as proteinas de membrana imunodominantes, a Ncp43 destaca-se
por estar presente tanto no estagio de taquizoito como de bradizoito (NISHIKAWA
et al., 2001), sendo considerada como uma ferramenta em potencial na deteccéo
de anticorpos em soros bovinos, reforcando o uso desta proteina em ensaios
imunoenziméticos (BORSUK et al., 2011).

Anticorpos policlonais e monoclonais contra N. caninum foram desenvolvidos
com o objetivo vacinal e diagnéstico (UCHIDA et al.,, 2004; LATIF; JAKUBEK,
2008). Em trabalho recente, SOHN e colaboradores (2001) registraram um painel
de anticorpos monoclonais (mAbs) contra N. caninum, e os mAbs gerados
reconheceram uma variedade de proteina presentes em compartimentos e na
superficie do parasito, 0s quais podem ser usados em vacinas, desenvolvimento
de diagndstico e estudos da imunidade.

Por estes motivos, o objetivo deste trabalho foi produzir um anticorpo
policlonal (pAb) monoespecifico contra a proteina rNcp43 conjugado a FITC e
avaliar seu potencial na diferenciagéo de N. caninum e T. gondii.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Expresséao da proteinarecombinante Ncp43 (rNcp43) em E. coli
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A proteina rNcp43 foi produzida conforme protocolo estabelecido por
BORSUK et al. (2011), purificada por cromatografia de afinidade utilizando a
coluna quelante Hip Trap (GE Healthcare) e a concentracdo foi determinada
utilizando Kit BCA (Pierce, Rockford, IL, USA). A expressao da proteina rNcp43
foi confirmada em gel de SDS-PAGE e Western blotting usando anticorpos anti-
X6His produzidos em camundongo.

2.2 Anticorpo policlonal (pAb)

O anticorpo policlonal monoespecifico contra a proteina rNcp43 foi
produzido de acordo com protocolo estabelecido por CEVENINI et al. (1991).
Resumidamente, 100y g de rNcp43 foi emulsificado com um excesso de adjuvante
completo de Freund (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) e inoculado
intraperitonealmente nos dias 0, 7, 14 e 21, em dois camundongos BALB/c de 6
semanas tratados com pristane no dia 6. O pAb foi purificado por cromatografia
de afinidade em coluna de proteina A CL-4B (GE Healthcare Company, USA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A eficacia da purificagéo foi avaliada por
SDS-PAGE e a concentracao final medida por espectrofotometria a 280nm. O
pAb foi armazenado a -20°C até sua utilizac&o.

2.3 Producdo de conjugado para Imunofluorescéncia (pAb/rNcp43-FITC)

O conjugado foi preparado segundo WINDSON (2005). Resumidamente,
200y L de tampéo carbonato bicarbonato 0,5M pH 9,5 foi adicionado a 1mL de IgG
em uma concentracdo de 25mg/mL, transferido para uma membrana de dialise
imersa em frasco contendo 0,9mg de Isoticianato de Fluoresceina Cristalina
Isbmero (FITC — Sigma Chemicals, EUA) diluido em 1,2mL de tampéao carbonato
bicarbonato e 4,8mL de solugéo salina a 0,85% (NaCl) e incubado por 18h a 4°C
sob fraca agitagdo. Apos, o conjugado foi dialisado em 3L de NaCl por 3h e
purificado em coluna de dessalinizacdo PD-10 contendo Sephadex™ G-25 (GE
Healthcare), equilibrada e eluida em PBS 0,01M pH7,5. A viabilidade do
conjugado foi avaliada por Imunofluorescéncia.

2.4 Imunofluorescéncia direta (IFD) e indireta (IFI)

Para a imunofluorescéncia laminas contendo taquizoitos de N. caninum e
T. gondii foram utilizadas. Para a IFI, diferentes diluicdes do pAb em corante azul
de Evans, variando de 1:5 a 1:100 foram adicionados as laminas, incubadas por
45 min a 37°C, lavadas duas vezes com PBS, e adicionadas de anti
imunoglobulina G de camundongo (anti-IgG) conjugado com FITC na diluicdo de
1:100 em tampdo PBS, novamente incubadas por 1h em camara escura Umida
por 45min a 37°C. Em cada lamina foi adicionado soro bovino negativo e positivo
para neosporose e respectivo conjugado anti espécie especifico. Para
experimentos avaliando a reatividade do pAb/rNcp43 — FITC com a proteina
nativa as condi¢cdes da IFI foram as mesmas utilizadas, com excec¢édo da adicao
do pAb/rNcp43-FITC. Laminas contendo taquizoitos de T. gondii foram utilizadas
segundo as normas do fabricante (kit Imuno-con Toxo, WAMA Diagnéstica,
Brasil), a fim de investigar a reatividade cruzada do pAb/rNcp43 com este
coccideo. As laminas foram preparadas com meio de montagem, cobertas com
laminulas e a reacdo visualizada em microscopio de fluorescéncia (BX 51,
Olympus) a 450nm. Estes experimentos foram repetidos trés vezes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O anticorpo policlonal obtido neste experimento foi avaliado em
imunofluorescéncia, a fim de explorar o potencial de diferenciacdo de taquizoitos
de protozoarios. O pAb/rNcp43 apresentou reacdo com taquizoitos de N. caninum
guando utilizado como anticorpo primario e conjugado a FITC e ndao reagiu com
taquizoitos de T. gondii (Figura 1).

Anticorpos policlonais tém sido utilizados com sucesso em testes de
diagnéstico baseados na deteccdo direta de parasitos por imunofluorescéncia
como na criptosporidiose (CALL et al.,, 2001) e toxoplasmose (SILVEIRA et al.,
2011) parasitoses também causadas por protozoarios.

--
--

Figura 1: Avaliagdo do anticorpo policlonal (pAb/rNcp43) e conjugado pAb/rNcp43-FITC por
imunofluorescéncia. Painel A e B: Imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando pAb/rNcp43 e
taquizoitos de N. caninum, visualizado sob microscopia de fluorescéncia com objetiva de 40X e
100X, respectivamente. Painel C: Imunofluorescéncia utilizando pAb/rNcp43-FITC com taquizoitos
de N. caninum. Painel D: Imunofluorescéncia indireta utilizando pAb/rNcp43 com taquizoitos de T.
gondii. Painel E: Soro bovino positivo para neosporose. Painel F: Soro normal de camundongo.

O padrédo da fluorescéncia exibido pelo pAb gerado contra a proteina rNcp43
foi unicamente no complexo apical de taquizoitos de N. caninum, uma vez que o
antigeno imunodominante Ncp43 esta presente em granulos densos e roptrias de
bradizoitos e taquizoitos de N. caninum (HEMPHILL et al., 1996). Este padrédo de
fluorescéncia corrobora com os resultados obtidos por SHON et al. (2011)
utiizando anticorpos contra proteinas presentes em compartimentos de
Neospora.

4. CONCLUSOES
Os resultados obtidos sdo promissores para desenvolvimento de ensaios
diagnésticos uma vez que o anticorpo policlonal registrado neste estudo evidencia
0 seu potencial uso como ferramenta na diferenciacdo de N. caninum e T. gondii
em tecidos e fluidos biolégicos. Além disso, o pAb/rNcp43 deve ser avaliado em
estudos de diagnéstico através da técnica de imunoseparacdo e em estudos
sobre a imunidade.
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