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RESUMO

A babesiose bovina, causada pelas espécies Babesia bovis e Babesia
bigemina, constitui fator limitante para o desenvolvimento da pecuaria
brasileira. As variedades climatica e topografica deste pais implicam
diversas situagoes epidemiologicas, que podem ser mensuradas atraves
de testes imunodiagnosticos. Com o intuito de identificar antigenos de
Babesia bovis, para uso potencial em testes imunodiagnosticos, um
painel de anticorpos monoclonais foi produzido e caracterizado atraves
de reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ELISA e Western
blotting. Apos a fusdo celular, os hibndos resultantes foram
selecionados por RIFI, clonados, mantidos em cultivo celular e
criopreservados em nitrogénio liquido. Doze clones produtores de
anticorpos monoclonais reagiram com merozoito todo de B. bovis,
cinco reagiram com superficie de merozoito e somente um clone reagiu
com regiao polar de merozoito. Em ELISA, todos os anticorpos
monoclonais apresentaram-se positivos, sendo observada varagdo de
densidade oOptica de 0365 a 0,502 (cut-off = 0,022). As bandas
protéicas reconhecidas pelos anticorpos monoclonais apresentaram
pesos moleculares aproximados entre 162 a 19 kDa. Quatro clones
reconheceram apenas um polipeptideo (73 kDa), e outros quatro ndo se
ligaram em nenhum polipeptideo em Western blotting. Esses antigenos
identificados possibilitario o desenvolvimento de testes diagnosticos
mais sensiveis e especificos para estudos epidemiologicos, bem como a
sua utilizagdo como imunogenos na imunoprofilaxia da babesiose
bovina no Brasil.

Palavras-Chave: Anticorpos monoclonais, reagao de
imunofluorescéncia indireta, ELISA e Western blotting.




1 INTRODUCAO

A babesiose bovina, também conhecida como piroplasmose, febre
dos carrapatos, febre do Texas. tristeza parasitaria, entre outras, €
causada por varias especies do protozoario intraeritrocitario do
género Babesia. No Brasil, ¢ causada principalmente por duas
espécies, a Babesia bovis (Babes, 1888) e a Babesia bigemina
(Smith & Kilborne, 1893), que, em condigdes naturais, sao
transmitidas pelo carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887).

A classificagdo dessas espécies tem sido objeto de estudos durante
varios anos, porém de acordo com Levine et al. (1988), a classificacdo
da Babesia é a seguinte:

Filo: Apicomplexa
Classe: Aconoidasida
Ordem: Piroplasmosida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia

Esses hemoparasitas desenvolvem dentro dos eritrécitos do hospedeiro
vertebrado. A infecg¢o inicia-se quando os esporozoitos de Babesia sio
inoculados durante a alimentagdo de carrapatos infectados. Esses
invadem os eritrocitos e transformam-se em formas arredondadas
denominadas trofozoitos. Posteriormente, sofrem divisGes assexuadas
(merogomnia) originando estruturas piriformes denominadas merozoitos.
Os merozoitos apos multiplicagdo por divisao binaria rompem a célula e
invadem novos eritrocitos. ApOs a penetragdo no eritrocito ocorre
novamente a transforma¢@3o em trofozoito reiniciando o ciclo no
hospedeiro vertebrado. Fémeas de carrapatos ao alimentarem em
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bovinos infectados ingerem eritrocitos contendo as formas parasitarias
de Babesia. No intestino dos ixodides inicia-se o ciclo sexual. Apos a
fusdo dos gametas ha formagdo do zigoto que transforma-se em
oocinetos invadindo as células epiteliais basofilicas do intestino, onde
crescem e desenvolvem originando os esporocinetos. Esses
esporocinetos rompem as células intestinais, caem na hemolinfa e
invadem novas células do vetor iniciando ciclos de esporogonia. No
ovario os oocinetos infectam os oodcitos ocorrendo a transmissao
transovariana da Babesia. Apos a eclosdo das larvas os esporocinetos
ficam em estado de dorméncia até o inicio da fase parasitaria que
desencadeia a invasdo de células das glandulas salivares, onde por
esporogonia, originam 0S esporozoitos que sao infectantes para o
hospedeiro vertebrado (Friedhoff, 1988).

Esses parasitas sdo capazes de induzir doenga clinica severa
caracterizada por febre, anemia hemolitica, choque hipovolémico e,
freqientemente, morte. A severidade dessa enfermidade esta
relacionada com a espécie e a amostra envolvida, sendo a B. bovis mais
patogénica que a B. bigemina. A diferenga de patogenicidade entre as
duas espécies, provavelmente, deve-se ao fato da B. bovis ter
histiotropismo visceral, causando distirbios circulatorios generalizados
com ativagdo do sistema de coagulagdo, liberagdo de peptideos
vasoativos, consumo de complemento, hipotensdo, vasodilatagdo e
hemolise terminal (Wright, 1979).

Nos paises de clima tropical e subtropical, a babesiose constitui
fator limitante para o desenvolvimento da pecuaria. Na década de
60, essa enfermidade passou a ter maior importdncia devido a
importagdo de animais. Os animais provenientes de areas livres de
carrapatos, ao serem introduzidos em areas endémicas. s3o
infestados por ixodide e adquirem o hemoparasito, o que resulta em
sérios problemas traduzidos pelas altas taxas de mortalidade
(Kuttler, 1988), perdas na produgdo de carne e leite, elevados
custos de medidas profilaticas e de controle da doenga, além da
dificuldade de expansdo das bacias leiteiras de alta produtividade
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devido a restricdo ao fluxo de animais geneticamente superiores
(McCosker, 1981).

Atualmente, as novas praticas de manejo, como o sistema “free
stall’, o aleitamento artificial de bezerros, o uso indevido de
carrapaticidas, tém propiciado o aparecimento de areas de
instabilidade enzootica, devido ao restrito contato dos animais com
0s vetores.

O Brasil apresenta grande variedade climatica e topografica, o que
resulta variadas situagdes epidemiologicas. Portanto, a distribuigao
geografica, a importancia economica das babesioses bovinas e a
avaliagdo de diferentes medidas de controle so podem ser avaliadas
através de estudos epidemiologicos que determinem a incidéncia e a
prevaléncia dessa enfermidade.

Meétodos de diagnosticos precisos, sensiveis e especificos, sao
essenciais para a execugdo desses estudos e estabelecimento de
medidas adequadas de controle. Varios testes sorologicos tém sido
desenvolvidos para o diagnostico das hemoparasitoses, como a
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Ross & Lohr, 1968,
Leeflang & Perié, 1972), enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (Bidwell et al., 1978; Waltisbuhl et al., 1987), entre
outros.

Os antigenos de Babesia sdo produzidos a partir de sangue de
animais experimentalmente infectados ou de suspensdes de
hemacias parasitadas mantidas em cultivo celular. Devido a
contamina¢ao dos antigenos por componentes celulares do
hospedeiro, ocorrem reagdes inespecificas ja que, as babesias se
desenvolvem dentro dos eritrocitos (Wright et al., 1983). Esse fato
revela a necessidade de obter antigenos purificados em substituigdo
a antigenos brutos, no intuito de melhorar a qualidade dos testes
diagnosticos, diminuir as reagdes cruzadas e melhor entender a
situagdo epidemiologica das babesioses.




A discriminacdo entre essas duas espécies de Babesia € importante
nos estudos sobre a ocorréncia das espécies em uma determinada
area e nos programas de imunizagdo. Hoje, as pesquisas para a
obtengdo de vacinas eficientes sdao cada vez mais frequentes e,
sabendo-se qual espécie de Babesia ocorre em determinada area.
tornar-se-a possivel a produgdo de vacinas espécie-especificas,
diminuindo. dessa forma, o custo dos processos de imunizagao.

Com o advento da tecnologia dos anticorpos monoclonais, tornou-
se possivel utiliza-los para a analise dos complexos componentes
antigénicos da B. bovis (Wright et al., 1983, Goff et al., 1988). Essa
técnica foi descrita por Kohler & Milstein (1975). Linfocitos B de
camundongos imunizados com hemacias de carneiro foram
fusionados com células de mieloma de camundongo, obtendo-se um
produto (hibridoma), que mantinha as propriedades de secretar
anticorpos contra as hemacias de carneiro e o crescimento
indefinido das células de mieloma. Os clones derivados desses
hibridomas eram homogéneos e secretavam anticorpos com
afinidade por um epitopo especifico do antigeno.

Através dessa técnica, anticorpos monoclonais tém sido produzidos
contra as varias amostras de B. bovis, com o objetivo de identificar
e isolar proteinas especificas e relevantes para estudos de
imunoprotegdo e imunodiagnosticos (Wright et al., 1983, Goff et
al., 1988).

Vérios antigenos de pesos moleculares, variando de 16 a 250 kDa
(Goff et al., 1988, Hines et al., 1989, Reduker et al., 1989, Wright
et al., 1983), foram identificados e podem-se perceber variacoes
antigénicas entre amostras de B. bovis de diferentes localidades
geograficas (Palmer et al. 1991, Suarez et al, 1991). Esses
anticorpos estdo sendo utilizados para isolar antigenos desse
hemoparasito (Cowman et al., 1984, Suarez et al., 1991, Hines et
al., 1992, Jasmer et al., 1992, Dalrymple, 1993) com a finalidade de
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sequencia-los e desenvolver vacinas recombinantes através de
técnicas de engenharia genética (Dalrymple, 1993).

Sabendo-se da importancia economica dessa enfermidade, varios
pesquisadores estdo utilizando testes diagnosticos como ELISA e
RIFI para determinar a prevaléncia da babesiose em diferentes
estados (Madruga et al., 1983; 1986, Patarroyo et al., 1987, Martins
et al., 1994), avaliar respostas imunes apos medidas de imunizag3o,
bem como caracterizar areas de estabilidade e instabilidade
enzootica (Patarroyo et al., 1987).

Entretanto, o valor epidemioldgico desses estudos € limitado, visto
que ndo ha avaliagao dos fatores inerentes ao animal, como, por
exemplo, raga, idade, queda de imunidade devido a redugdo do
numero de carrapatos e dos fatores ambientais como manejo,
controle dos carrapatos, variagdes climaticas, tipo de pastagens, etc
(Alonso et al., 1992), além da reagdo cruzada existente entre B.
bovis e B. bigemina. Portanto, estudos epidemiologicos utilizando
testes diagnosticos mais precisos s3o necessarios para determinar a
real situacdo dessa enfermidade, os seus efeitos sobre a produgdo
bovina e as medidas de controle especificas a nossa situagao.

Pelo acima exposto, torna-se imprescindivel a produ¢do de um
painel de anticorpos monoclonais contra amostras de B. bovis, o
que permitira o isolamento e a purificagdo de antigenos especificos
desse hemoparasito (Kohler & Milstein, 1975).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir um
painel de anticorpos monoclonais para identificar e caracterizar
antigenos especificos de B. bovis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Composicio antigénica da Babesia bovis

A composicdo e a variedade antigénica da B. bovis t€ém sido objeto de
estudo de muitos pesquisadores. Através desses estudos, torna-se
possivel definir antigenos especificos responsaveis pela indugdo de
imunidade protetora e o desenvolvimento de métodos de imunizag@o
contra B. bovis, bem como observar as variedades antigénicas desse
hematozoario.

Os primetros trabalhos mostrando a variedade antigénica desse
hemoparasito foi realizado por Cumow (1968, 1973), quando
trabalhava com o teste de aglutinagdo utilizando hemacias de camneiro
sensibilizadas com antigenos de B. bovis.

No intuito de demonstrar a composigdo protéica de diferentes
populagdes de parasitos Kahl et al. (1982, 1983), utilizaram a técnica de
eletroforese em gel bi-dimensional para separar as proteinas dos
eritrocitos infectados marcados biosinteticamente. Apos esse estudo,
puderam concluir que alguns antigenos de diferentes populagdes
diferenciavam entre si devido a composicdo de aminoacidos, e essas
diferengas protéicas propiciavam uma maior ou menor viruléncia do
parasito. A analise genética da B. bovis através de sondas de DNA
permitiu distinguir caracteristicas de varios isolados e indicar sua
composi¢do como sendo uma mistura heterogénea de sub-populagoes
(Cowman et al., 1984).

McElwain et al. (1988) realizaram um trabalho na tentativa de
identificar antigenos de superficie de merozoitos de B. bovis para
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posterior utilizagdo em programas imunoprofilaticos. Atraves do teste
de imunoprecipitagdo, utilizando antigenos mantidos em cultivo celular
radiomarcados com ““S-metionina e soro policlonal, identificaram oito
proteinas com pesos moleculares, variando de 14.5 a 200 kDa, sendo
que a proteina de 42 kDa mostrou ser especifica de B. bovis.

Goff et al. (1988), utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta
de merozoitos livres e imunoprecipitagdo de proteinas de superficie de
merozoito, marcadas com ' através de anticorpos policlonais e
monoclonais, identificaram quatro proteinas com pesos moleculares de
37, 42, 60 e 85 kDa. As proteinas de 37 e 42 kDa mostraram ser de
superficie de merozoito, enquanto a de 60 kDa parecia ser de regido
polar e so ocorria em 5% dos merozoitos viaveis. A exata localizagdo
da proteina de 85 kDa ndo foi determinada.

Outras proteinas foram identificadas através de anticorpos monoclonais
produzidos contra B. hovis com pesos moleculares de 16, 42, 44, 60 e
225 kDa. Esses anticorpos monoclonais foram utilizados por Reduker
et al. (1989), para sequienciar o DNA desse protozoario, o que resultou
na identificagdo de dois clones recombinantes, que codificavam a
proteina de 44 kDa.

A proteina de peso molecular de 44 kDa também foi identificada por
imunoadsor¢ao através do anticorpo monoclonal 15B1 e mostrou
induzir imunidade homologa protetora em animais esplenectomizados
(Wright et al., 1983). Goodger & Wright (1983) analisaram eluatos de
eritrocitos infectados com B. bovis através de Western blotting e
identificaram quatro antigenos com pesos moleculares de 120, 190, 280
e 380 kDa. Ao analisar esse material em imunofluorescéncia, podem-se
perceber proteinas de membranas de eritrécitos ndo infectados e
proteinas, que se localizavam nos parasitos € na matriz interna dos
eritrocitos infectados.

Goodger et al. (1984), trabalhando com duas fragdes de B. bovis em
imunizagdes de bovinos susceptiveis, obtidas de lisados de entrocitos
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infectados, filtrados em gel (Sephadex 200), observou diferengas entre
as duas, ao analisa-las em Western blotting. A primeira fragdo
apresentava seis bandas reativas com pesos moleculares variando de 27
a 300 kDa enquanto que a segunda apresentava quatro bandas com
pesos moleculares de 70, 60, 44 e 27 kDa. Goodger et al. (1986)
trabalhando com a segunda fragdo em programas de imunizagao,
observaram um baixo desenvolvimento de resposta imune em bovinos
susceptiveis.

Wright et al. (1985) purificaram um antigeno de lisado de eritrocitos
infectados com B. bovis de 29 kDa através de gel de acrilamida e
usaram-no em imunizagdo de bovinos susceptiveis. Prote¢ao parcial foi
observada, ao desafiarem esses animais com amostras homologas de B.
bovis.

Commins et al. (1985) também isolaram duas proteinas de 22 e 70 kDa
de lisado de entrocitos infectados por B. bovis e as usaram em
programas de imunizagio de bovinos. Essas proteinas mostraram ser
protetoras, quando os animais eram desafiados com amostras virulentas
do hemoparasito.

Goodger et al. (1987) obtiveram lisado de eritrocitos infectados por B.
bovis através de ultracentrifugagdo e usaram-no na imunizagdo de
bovinos esplenectomizados. Apods desafio com amostras homologas,
pode-se perceber que estas proteinas conferiram imunidade protetora a

esses animais. A analise em Western blotting revelou proteinas de 180,
140 e 135 kDa.

Com o surgimento de novas técnicas, como a técnica de DNA
recombinante, outras proteinas de B. bovis passaram a ser reconhecidas
(5-10 kDa, 220 kDa). Essas proteinas foram utilizadas em imunizagoes,
porém sem sucesso, visto que os animais, quando desafiados com
amostras heterdlogas virulentas, ndo se apresentavam protegidos. A
proteina de 220 kDa localiza-se na regido apical do merozoito (Timms
& Barry, 1988).
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Em um estudo realizado por Goodger et al. (1990), utilizando
eritrocitos marcados com '*C. sugeriram que a resposta imune era
formada contra lipideos de Babesia e estes estavam compreendidos
entre as bandas de 12 a 18 kDa. Animais susceptiveis, inoculados com
esse material, apresentaram redugdo da parasitemia, quando
comparados com amimais sem imuniza¢io, desafiados com amostras
heterologas virulentas.

Outra fracdo de B. bovis, rica em lipideos, isolada de erntrocitos
infectados, mostrou atividade antigénica em ELISA. O teste de
imunofluorescéncia indireta revelou que essa fragdo era associada ao
parasito e a eritrocitos infectados e nio estava presente em ertrocitos
nao infectados, reagdes cruzadas foram observadas entre B. bovis e B.
bigemina, sugerindo ser devido aos lipideos ou a associagdes de
lipideos aos antigenos (Orinda et al., 1992).

2.2 Anticorpos monoclonais

A era dos anticorpos monoclonais comegou com dois pesquisadores
Kohler & Milstein (1975), que publicaram um trabalho sobre fusdo de
c€lulas de mieloma com células esplénicas (linfocitos B) de animais
imunizados (hibridizag3o), sendo esses hibridos capazes de produzir
anticorpos especificos direcionados ao imunogeno pre-definido. Essa
descoberta de produgdo de quantidades ilimitadas de anticorpos
especificos para um particular determinante antigénico tem
revolucionado os campos de pesquisa.

A hibridizagdo celular permite dissecar o complexo da resposta humoral
em seus componentes individuais. A técnica baseia-se na fusao celular,
em que, as células fusionadas passam a exibir caracteristicas de ambas
as celulas parentais, ou seja, cada hibrido pode secretar anticorpos de
especificidade determinada pelo doador imune e também ser imortal,
caracteristica cedida pelas células de mieloma (Antczak, 1982).
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O processo de produgdo dos anticorpos monoclonais inicia-se com a
escolha dos animais a serem utilizados na imuniza¢do. Na pratica, a
maioria dos roedores (ratos, camundongos) pode ser usado no
processo, porém os camundongos BALB/c tém sido os animais de
eleicdo para receberem as imunizagdes (Liddell & Cryer, 1991).

Os protocolos de imunizagdes estdo baseados nos conhecimentos da
resposta humoral in vivo. Sabe-se que, apos a primeira imunizagao,
ocorre uma fase de crescimento logaritmico dos niveis de anticorpos e
depois um platé, antes de se iniciar o declinio dos niveis de anticorpos.
Essa resposta permanece aproximadamente por trés semanas, € OS
anticorpos produzidos sao predominantemente da classe IgM. Apos um
segundo desafio com o mesmo imunogeno, a resposta imune humoral €
rapida, maior, mais duradoura que a primeira, e Os anticorpos
predominantes sio da classe IgG. Geralmente, esses anticorpos
apresentam uma maior afinidade, principalmente se a dosagem de
imunogeno dado for baixa. A dosagem de imunogeno varia de 10-50
ug de proteina por dose, emulsionadas em adjuvante completo ou
incompleto de Freund, sendo os intervalos de inoculagdo de duas a
quatro semanas (Liddell & Cryer, 1991, Goding, 1980, Campbell,
1991). Normalmente, o animal imunizado recebe a quarta e ultima dose
por via endovenosa, trés a quatro dias antes da remogao do bago.

O bago do animal imunizado é removido e fusionado com células de
mieloma. Varas células de mieloma foram estabelecidas, sendo
originarias principalmente de camundongos, mas também de ratos,
coelhos e humanos. Atualmente, células sensiveis ao meio HAT
(hipoxantina, aminopterina e timidina) e n3o produtoras de
imunoglobulinas estdo disponiveis, como a SP,O (Shulman et al,
1978), X63/Ag 8.653 e a NSO/U (Kearney et al., 1979).

A linhagem SP,0 ¢ a mais utilizada para a produgdo de hibridomas,
visto que pode ser fusionada com o polietilenoglicol por ser este
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processo tecnicamente mais facil que o Sendai virus ou mesmo o SV
40.

Apos a fusdo das células do bago de camundongo imunizado com as
células de mieloma da linhagem SP,0, através do agente
polietilenoglicol (PEG). varias combinagdes de células fusionadas sdo
formadas, como células mieloma - células mieloma. células esplénicas -
celulas esplénicas e células mieloma - células esplénicas, sendo esta
ultima a necessaria para a continuidade do trabalho. Para esse hibrido
(células esplénicas - células de mieloma) ter um crescimento Otimo em
melo de cultura, os outros hibridos precisam ser eliminados.

As linhagens de celulas de plasmocitoma tém sido selecionadas na
presenga de drogas cuja base seja analoga a 8-azaguanina e ©-
tioguanina. As células mutantes sobreviventes possuem um gene
defeituoso para codificar a enzima hipoxantina - guanina - fosforibosil
transferase (HGPRT ase). Essa enzima € utilizada pela célula, quando a
sintese “de novo™ de purinas e pirimidinas € bloqueada e constitui parte
da via selvagem para a sintese de acidos nucleicos (Abbas et al., 1994,
Kelley & Lewin, 1986).

Pelo exposto, pode-se concluir que as células esplénicas normais tém
um ciclo de vida limitado em meio de cultura, portanto, morrem
naturalmente nessas condigOes (Antczak, 1982, Goding, 1980, Kelley
& Lewin, 1986). Por outro lado, as células de mieloma tém um
crescimento ilimitado em meio de cultura, e para a sua eliminagdo,
utiliza-se um meio de cultura seletivo (HAT - hipoxantina, aminopterina
e timidina) desenvolvido por Littlefield (1964), que é baseado na
deficiéncia da enzima HGPRT ase na célula de mieloma necessaria para
a sintese de acidos nucleicos.

Uma célula animal normal sintetiza nucleotideos de purina e timidilato
na via “de novo”, a partir de fosforibosil pirofosfato e uridilato
respectivamente, em varias etapas, em que esta envolvida a
transferéncia de grupos metil e formil de tetrahidrofolato ativado.




28

Drogas como a aminopterina, que € um antagonista de acido folico, tém
como caracteristica promover o bloqueio da reativagdo do
tetrahidrofolato, deste modo, inibindo a sintese de purina e timudilato.
Visto que esses componentes sdo importantes para o DNA. pode-se
concluir que a aminopterina bloqueia a sintese de DNA na via “de
novo” (Fig. 1).

VIA DE NOVO VIA SELVAGEM
Fosforibosil pirofosfato Timidina Hipoxantina
+
- v v
Undilato v .
& (HGPRT)
¥ (TK) v
v v \ / v
M y v
Aminopterina 4  enzimas ausentes nas +
v linhagens de células
n v usadas para fusdo ¥
NUCLEOTIDEOS

Figura 1: Via da sintese de purinas

As células tratadas com aminopterina podem usar a via selvagem onde
a purina € sintetizada a partir de suplementagdo exogena de
hipoxantina, desde que tenha a enzima hipoxantina guanina fosforibosil
transferase.

As células de mieloma que cresceram na presenga de 8-azaguanina, ou
seja, células deficientes em HGPRT ase ndo podem usar a via selvagem
e entdo morrem na presenga do meio seletivo.

Entretanto, se células normais sdo fusionadas com células HGPRT ase
negativas, os hibridos resultantes crescem normalmente em meio HAT
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e sintetizam DNA. visto que, a enzima HGPRT provém da célula
normal. Esse € o principio aplicado para a geragdo de hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais.

Apos a fusdo, células multinucleadas sio formadas e cada hibrido
possul um cromossomo de cada doador. Esses hibridos sdo colocados
em meio seletivo (HAT) no qual as células produtoras de anticorpos
serdo selecionadas através de testes diagnOsticos e posteriormente
clonadas e propagadas em meio de cultura ou mesmo em camundongos
BALB/c, onde poderdo crescer como ascite ou tumor solido (Blann,
1979; Yoshida et al., 1980).

A etapa de selecdo dos_hibridos positivos € uma das etapas mais
importantes do processo, uma vez que é através dela que se pode
observar a positividade e a especificidade dos hibridos, principalmente
quando se usam antigenos brutos. E também uma das etapas mais
problematicas, porquanto, o teste diagnostico a ser utilizado para a
selegdo dos hibridos precisa ser sensivel, devido a pequena quantidade
de anticorpos presente no meio de cultura, e rapido de ser executado,
razao baseada na grande velocidade de crescimento dos hibridomas. As
celulas de mieloma crescem muito rapidamente e em pequeno espago
(placas de 96 orificios), se o teste demorar mais de 24 horas para ser
realizado, corre-se o risco de populagdes de células especificas
morrerem (Liddell & Cryer, 1991).

Muitos testes diagnosticos (ELISA, Imunofluorescéncia) podem ser
usados na selegdo dos hibridos, porém o tipo do teste a ser utilizado
depende das caracteristicas do antigeno usado, como, por exemplo,
antigenos desnaturados (Western blotting), que n3o revelam anticorpos
relevantes, isto porque muitos anticorpos reagem com estruturas
conformacionais (Liddell & Cryer, 1991). Maiores detalhes sobre testes
diagnosticos estao descritos na se¢do 2.3.

A etapa de clonagem tem por finalidade isolar apenas uma célula
secretora de anticorpo das milhares de outras células presentes no meio
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de cultura, para que a linhagem de ceélula de monoclonal possa ser
estabelecida. O metodo de clonagem mais simples e mais popular € o
método de diluigdo sucessiva. Este método baseia-se em diluicoes
seriadas realizadas nas placas, de modo que o ultimo orificio fique com
apenas uma célula. Apos a clonagem e a identificagdo das células
secretoras de anticorpos monoclonais, amostras sdo estocadas em
nitrogénio liquido, enquanto outras amostras sdo propagadas em meio
de cultura ou in vivo (BALB/c) para a obtengdo de quantidades
iimitadas de anticorpos monoclonais (Campbell. 1991, Goding, 1980,
Kelley & Lewin, 1986, Liddell & Cryer, 1991). Segundo Campbell
(1991), todas as etapas realizadas in vitro tém melhor desenvolvimento,
se sao acrescentadas monocamadas de macrofagos para promover a
limpeza das culturas.

E importante salientar que as células propagadas em meio de cultura
devem ser monitoradas regularmente com a finalidade de se observar a
fidelidade de produgdo de anticorpos especificos ao antigeno
predefinido. Segundo Liddell & Cryer (1991), algumas culturas
continuam a produzr anticorpos especificos por meses apos a
clonagem, porém outras perdem a estabilidade em periodos muito
curtos, cerca de semanas, essa instabilidade varia de um clone para
outro e ndo ha uma explicagao para tal fato.

Essa técnica de hibridizagdo é uma importante ferramenta para a
produgdo de anticorpos monoclonais contra parasitos como a B. bovis.
Wright et al. (1983) isolaram antigenos protetores, utilizando
anticorpos monoclonais, Goff et al. (1988) identificaram antigenos de
superficie de merozoitos, usando anticorpos monoclonais e Madruga et
al. (1996) observaram a conservagdo de epitopos comuns entre
amostras do Mato Grosso do Sul de B. bovis e B. bigemina utilizando
anticorpos monoclonais desenvolvidos contra amostra México.




2.3 Métodos de diagnéstico

Os meétodos diagnosticos para a babesiose tém sido objeto de estudo de
muitos pesquisadores.

O primeiro teste utilizado como diagnostico foi o esfregaco sanguineo,
corado pelo Giemsa ou outros corantes, cujo objetivo era a
identificagdo direta do parasito com auxilio de microscopio optico. Esse
método ainda hoje € utilizado para o diagnostico das babesioses bovinas
agudas, sendo que o esfregago ¢ feito a partir sangue de capilares
periféricos (animal vivo), ou, quando o animal esta morto, opta-se por
orgdos como os rins, cérebro, bago e figado (Ristic, 1988). Porém as
dificuldades desse teste referem-se ao intensivo trabalho, ao tempo
consumido e aos resultados falso negativos (Mahoney & Saal, 1961,
Ristic, 1988). Outro fator refere-se também a dificuldade de detecgdo
de parasitos em portadores cronicos (Reiter & Weiland, 1989).

Uma alternativa encontrada para esse problema foi a detec¢do indireta
desse parasito, atraves da demonstragao de anticorpos contra Babesia,
presentes no soro do animal, utilizando teste sorologicos.

Varios testes sorologicos tém sido empregados na demonstragao de
anticorpos como o teste de fixagdo de complemento, hemaglutinagio
indireta, imunofluorescéncia indireta, aglutinagdo em latex, precipitagdo
em gel, entre outros. Segundo Todorovic & Carson (1981), os testes
mais utilizados sdo: imunofluorescéncia indireta e ELISA. Cada teste
tem suas vantagens e desvantagens, dependendo do nivel de
sensibilidade, especificidade, simplicidade e custo efetivo (Ristic, 1988).

Os testes diagnosticos indiretos sdao muito utilizados em estudos
epidemiologicos da babesiose bovina, visto que detectam anticorpos
especificos em animais portadores. Esses testes sorologicos também
sao utilizados no monitoramento da eficiéncia terapéutica das drogas
babesicidas, dos niveis de resposta humoral em animais premunidos e a
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eficiéncia dos imunogenos empregados nos programas de vacinagao
(Rustic, 1988).

2.3.1 Reacido de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A reagdo de imunofluorescéncia indireta tem sido amplamente utilizada
no diagnostico sorologico de inumeras protozooses humanas e animais
(Leeflang & Perié, 1972), tendo seu principio baseado na detec¢ao do
complexo antigeno-anticorpo através de anti-imunoglobulina marcada
com isotiocianato de fluoresceina.

Esse teste apresenta vantagens por ser rapido, de facil execugao, alta
sensibilidade e relativa especificidade, mas apresenta limitagdes no que
se refere a subjetividade de interpretagao dos resultados, numero
limitado de amostras examinadas e um “background” fluorescente,
devido a ligagdes nao especificas das imunoglobulinas marcadas com
contaminantes (debris celulares), o que leva a leituras erradas (falsos
positivos), (Callow et al., 1974).

A sensibilidade e especificidade desse teste varia de acordo com a
natureza da preparagdo antigénica empregada. Normalmente, os
antigenos sdo produzidos a partir de sangue de ammais
experimentalmente infectados ou suspensdes de hemacias parasitadas
mantidas em cultivo celular. A reagdo cruzada entre B. bovis e B
bigemina também € observada, principalmente com antigenos de B.
bigemina (Bessenger & Schoeman, 1983), mas a presenca dessas
reagOes cruzadas nao afeta o valor dessa técnica para a diferenciagao
das espécies (Leeflang & Perie, 1972).

Essa técnica foi descrita como ferramenta de diagnostico para detectar
anticorpos contra B. caballi em cavalos com infecgao latente, o que
possibilitou estudar os varios estagios de crescimento e
desenvolvimento das babesias dentro dos eritrocitos, bem como a
estrutura morfologica desse parasito (Ristic et al.,1964; Ristic &
Sibinovic, 1964).




[F5]
(93]

Garnham & Voller (1965) utilizaram a imunofluorescéncia para estudar
a resposta imune de macacos esplenectomizados e infectados com 5.
divergens. Madden & Holbrook (1968) detectaram anticorpos em
cavalos experimentalmente infectados com B. caballi, e nao
observaram a ocorréncia de reagdo cruzada, quando o teste era
realizado com soro de animais infectados com B. equi. A partir de
entdao, os anticorpos fluorescentes passaram a ser extensivamente
aplicados no diagnostico de babesioses bovinas, equinas e caninas.

Ross & Lohr (1968) utilizaram a RIFI para a detecgdo de anticorpos
anti-B. bigemina em soro bovino. O teste foi considerado especifico,
com alta acuracia e sensivel para a detecgdo de animais previamente
infectados (2 anos). Nesse trabalho, foi possivel observar reagao na
diluigdo 1:1280 em animais apds o 21° dia de infecgdo, a queda gradual
do titulo a partir dos seis meses, e, entre os 18 e 24 meses, ainda era
possivel detectar alguns baixos titulos nos animais infectados
experimentalmente.

Ross & Lohr (1970) utilizaram a RIFI para estudar a persisténcia dos
anticorpos colostrais de B. bigemina em bezerros e observaram que 0s
titulos eram mais elevados nos animais com um més de idade do que
nos ammais adultos (vacas leiteiras). Esses anticorpos colostrais
persistiram durante 17 semanas apos 0 nascimento.

Brocklesby et al. (1971) utilizaram a RIFI para diferenciar a Babesia
spp (Inglaterra) da B. major. Amostras de soros colhidas de animais
infectados com Babesia spp e submetidas a RIFI, empregando
antigenos de B major, apresentaram forte reagdo com titulos variando
de 320 a 2560. Os soros apresentaram maior reacdo frente aos
antigenos de B. bigemina, com titulos variando de 40 a 160. Este
trabalho teve por finalidade identificar a Babesia larga do gado
Britdnico como sendo amostra da Babesia major.
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Os trabalhos utilizando RIFI para a observa¢do da relagdo antigénica
entre as babesias passaram a ser frequentes e importantes. Ludford et
al. (1972) observaram a relag@o antigénica, atraves de reagdes cruzadas,
entre a B. argentina, Plasmodium vivax e P. falciparum. Leeflang &
Peri¢ (1972) descreveram sobre a relagdo antigénica de quatro babesias
(B. bigemina, B. major, B. argentina e B. divergens), utilizando
antigenos homologos e heterologos, sendo que os titulos obtidos nos
antigenos heterologos mostraram-se sempre menores que nos antigenos
homologos.

Ate o ano de 1972, o teste era realizado utilizando soros obtidos de
animais através de puncdo na veia jugular. Burnidge et al. (1973)
propuseram o uso do papel de filtro para a colheita do sangue dos
animais, sendo que este servina como fonte para a detecgio de
anticorpos anti-B. bigemina através de RIFI. Observaram uma alta
correlag@o entre os titulos de anticorpos no soro e no sangue em papel
de filtro e sugeriram o seu uso em estudos epidemiologicos por serem
mais faceis de manusear, transportar e armazenar (Burridge et al., 1973;
Todorovic & Garcia, 1978).

Kuttler et al. (1977) compararam a RIFI com o teste de fixagdo de
complemento para a detecgdo das babesioses bovinas (B. bigemina).
Concluiram que ambos os testes eram eficientes para detectar
anticorpos durante os primeiros 84 dias de infec¢do, porém, apos 90
dias de infec¢do, os niveis dos titulos de anticorpos em RIFI
continuaram persistindo, enquanto que na fixagdo de complemento
observaram uma queda no titulo. Todorovic & Long (1976) também
concluiram que a RIFI é mais sensivel que a fixagdo de complemento
para o diagnostico da B. bovis, pois a detecgdao de anticorpos ocorre
duas semanas mais cedo.

Com o surgimento do teste de ELISA, os pesquisadores Bidwell et al.
(1978) realizaram um trabalho comparando o teste de fixagdo de
complemento, RIFI e ELISA, para o diagnostico de B. major e B.
divergens. Observaram que os trés testes poderiam detectar anticorpos
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contra as babesias, sendo que o teste de fixagdo de complemento
detectava anticorpos mais cedo, mas com titulos de anticorpos menores
em relacdo aqueles obtidos nos outros testes (ELISA e RIFI). Os
resultados encontrados entre a RIFI e ELISA foram semelhantes, o que
permitiu inferir que os dois testes sio adequados para demonstrar a
presen¢a de infeccdo com B. divergens e B. major. porém o teste
ELISA deve ser o de escolha ja que a leitura ndo € subjetiva € um maior
numero de amostras sdo analisadas.

Apos a realizac@o desses trabalhos. a RIFI passou a ser empregada em
trabalhos relacionados com a area de biotecnologia. Wright et al.
(1983) utilizaram essa técnica para selecionar clones secretores de
anticorpos monoclonais especificos contra B. bovis. Goff et al. (1988)
utilizaram-na para demonstrar o local de ligagdo dos anticorpos
monoclonais nos antigenos de B. bovis, o que permitiu concluir, por
exemplo. que as proteinas de 42 e 37 kDa estao presentes em todos 0s
merozoitos viavels e por toda a superficie do organismo e que somente
5% dos merozoitos apresentaram reagdo na sua regiao polar no que se
refere a proteina de 60 kDa.

No intuito de identificar antigenos de superficie de B. bigemina
utilizando anticorpos monoclonais, Figueroa et al. (1990) utilizaram a
RIFI para observar a especificidade da reagdo e concluiram que a RIFI
definiu o local de ligagdo antigeno-anticorpo monoclonal, tdo bem
quanto a microscopia imunoeletronica.

2.3.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O teste de ELISA baseia-se na reagdo antigeno-anticorpo, sendo
utilizados como suporte placas de poliestireno (Voller et al., 1976).
Essa reagdo € detectada atraveés da adicado de imunoglobulina anti-
especie conjugada com enzima e posteriormente o substrato respectivo
a esta enzima. A quantidade de anticorpo ligada ao antigeno pode ser
mensurada através do grau de degradagdo do substrato observado
atraves de espectrofotometro.
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Essa técnica foi utilizada primeiramente por Engvall & Perlmann
(1972), no intuito de detectar anticorpos. Esses autores consideraram-
na muito sensivel e economica.

Purnell et al. (1976) mostraram ser esse teste adequado para a detecgdao
de anticorpos anti-Babesia. A detec¢do indireta de anticorpos anti-5.
bovis passou a ser empregada com frequéncia (Barry et al, 1982,
Waltisbuhl et al., 1987, Bose et al., 1990).

A maior dificuldade desse teste refere-se a padronizagdo dos estagios
envolvidos na técnica, ou seja, diluigdo de antigeno e conjugado, bem
como a discriminagdo (cut-off) entre soros positivos e negativos (Voller
et al, 1979). Apesar desses entraves, o teste ELISA tem sido
empregado pelo fato de ocorrer menor erro de leitura (leitura
espectrofotometro) comparado com o teste de imunofluorescéncia
(leitura subjetiva), além de um maior nimero de amostras poder ser
examinado (Bidwell et al., 1978).

A determinag@o dos niveis de discriminagao entre 0s soros positivos e
negativos (cut-off) pode ser calculada de diferentes modos, ou seja,
atraves da media das absorvancia dos soros negativos multiplicada duas
ou trés vezes; media das absorvancias dos soros negativos acrescida de
dois ou trés desvios padrdes, ou pode ser determinada arbitrariamente
utilizando um nivel de absorvancia entre 0,15 a 0,20 (Tijssen , 1985).

Barry et al. (1982) desenvolveram o teste de ELISA para detectar
anticorpos anti-B. bovis, utilizando como antigeno sangue infectado
com 20% de parasitemia, concentrados por lise das hemacias com
cloreto de potassio 0,425% e, como conjugado, utilizaram a fosfatase
alcalina. Quando comparado o teste de ELISA com a RIFIL, pode-se
observar 95% de concordéncia entre os dois testes, porém, o ELISA
mostrou ser mais especifico em relagdo as reagOes cruzadas entre 5.
bovis, B. bigemina, Anaplasma centrale e Theileria, e mais sensivel.
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Em relagao a produgido dos antigenos para o teste ELISA, Melrose &
Brown (1979) promoveram a concentragao dos eritrocitos infectados
com B. bovis atraves de lise hipotonica com cloreto de potassio, pois as
hemacias infectadas sio osmoticamente mais resistentes que as
hemacias ndo infectadas. Apos a centrifugacdo e a retirada dos debris
celulares dos eritrocitos lisados, o material foi submetido a sonicagao
no intuito de destruir as hemacias infectadas, resultando, desta forma,
um extrato soluvel usado como antigeno. Atraves desse trabalho,
puderam concluir que as reagdes cruzadas com B. bovis eram menores
apesar de serem detectaveis e nao interfiram na interpretagdo dos
resultados dos testes.

Como todo teste diagnostico existente para babesiose, o maior
empecilho refere-se ao antigeno utilizado. Na tentativa de melhorar a
performance do teste de ELISA, um grupo de pesquisadores obtiveram
uma fragdo purificada de lisado de eritrocitos infectados com B. bovis
(fragdo dois), utilizando a filtragdo em gel (Sephadex G200). Essa
amostra mostrou-se sensivel e especifica na detecgdo de anticorpos
(IgM e IgG) anti-B. bovis, porém apresentava reagdes cruzadas com
soros positivos para Anaplasma marginale (Waltisbuhl et al.,1987).
Outro objetivo desse trabalho foi o de determinar o conjugado e o
respectivo substrato mais adequado para a detecgdo de anticorpos anti-
B. bovis. Apos testar quatro enzimas, pdde-se concluir que o método
mais adequado era com a peroxidase.

Com o mesmo intuito, Spencer (1988) observou que o uso de
substancias bloqueadoras como detergentes e proteinas, em uma fase
anterior a adigdo dos soros testes, reduziam o background de
absorvancia, visto que essas substancias ligavam-se em sitios reativos
ndo especificos.

Atualmente, com a engenharia genética, antigenos recombinantes
(11C5) tém sido utilizados no teste de ELISA, objetivando a redugio
de reagdes ndo especificas, pois ndo ha presenca de restos celulares do
hospedeiro, porém observam baixa sensibilidade com alguns soros
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positivos que, possivelmente, pode ser corrigida atraves da utilizagao de
dois ou mais antigenos recombinantes (Bose et al., 1990).

Outra maneira de melhorar a especificidade do teste € atraves do uso de
anticorpos monoclonais (IgG) como conjugados em substituigao aos
conjugados convencionais. Essa etapa foi analisada por Bose et al
(1990) os quais concluiram que as reagdes ndo especificas foram
abolidas, quando utifizavam anticorpos monoclonais como conjugado.

Kung'u & Goodger (1990) desenvolveram uma variagao da técnica de
ELISA denominada “Slide enzyme-linked immunosorbent assay
(SELISA) para a detec¢do de anticorpos anti-5. bovis, tornando-a mais
economica e simples. Essa técnica tem o mesmo principio da técnica
convencional, o que muda € o suporte da rea¢do, ou seja, neste caso,
utiliza-se uma ldmina onde o esfregago € fixado com acetona e
estocado a -70°C. Anticorpos monoclonais foram testados com a
finalidade de demonstrar a especificidade do teste e concluiu-se que o
SELISA € muito sensivel, detecta anticorpos anti-B. bovis por até 36
meses e € um teste adequado para a sele¢do de hibridomas, em que os
anticorpos podem ser selecionados tanto pela avidez quanto pela sua
especificidade.




3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

Os trabalhos foram realizados no Laboratorio de Hibridomas e
Imunologia de Parasitoses do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) e no Laboratorio de
Protozoologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.2 Animais experimentais

Foram utilizadas 50 fémeas de camundongos BALB/c, de 30-40
dias de 1dade com peso aproximado de 20 gramas, fornecidas pelo
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
UFMG para a produgdo dos anticorpos monoclonais.

3.3 Inoculo de Babesia bovis

O antigeno de B. bovis utilizado foi produzido no Centre for
Tropical Veterinary Medicine em Edinburgh - Escocia.

Hemacias parasitadas com B. bovis (amostra México), mantidas em
cultivo celular, foram concentradas por lise diferencial com KCl e
lisadas com NH,4CI (Passos, 1993). O lisado final foi sonicado e o
sobrenadante obtido apos a centrifugagdo foi liofilizado e utilizado
como antigeno (Passos et al.,1996).
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3.4 Imunizac¢ao dos camundongos

Foi feita conforme método descrito por Liddell & Cryer (1991).
Foram imunizados cinco camundongos BALB/c com quatro doses
do antigeno liofilizado (575 pg) reconstituido em 500 ul de agua
destilada. Na primeira inoculagdo, os animais receberam 10 ug de
antigeno emulsionados com adjuvante completo de Freund por via
subcutanea. As duas doses seguintes foram de 10 ug do antigeno
em adjuvante incompleto de Freund, ministradas 15 e 30 dias apos a
primeira inoculagio pela mesma via. Sete dias apos, o0s
camundongos foram sangrados, através do plexo retro orbital, com
auxilio de pipeta de Pasteur, e o sangue, centrifugado para obtengdo
de soros. Os soros foram testados através de reagao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Os camundongos cujos soros
estavam positivos a RIFI receberam a quarta inoculagdo de 10 pg
do antigeno sem adjuvante por via endovenosa, quatro dias antes da
fusao.

3.5 Producio de anticorpos monoclonais

A produgdo dos anticorpos monoclonais foi realizada conforme
método utilizado por Kohler & Milstein (1975) e Berne (1994),
com modificagdes.

3.5.1 Células de mieloma

Foram utilizadas células de mieloma da linhagem SP2/0, ndo
secretoras de imunoglobulinas (Shulman et al., 1978).

Duas semanas antes da fusdo, células de mieloma, mantidas em
nitrogénio liquido, foram descongeladas em banho-maria a 37°C.
Apo6s o descongelamento, as células foram colocadas em tubos
contendo Dulbecco’s Modified EAGLES Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 200 mM L-
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glutamina, 100 UT penicilina e 100 pg/ml estreptomicina (DMEM-
10) e centrifugadas a 4000 g por dez minutos. O sedimento foi
ressuspendido em DMEM-10 e as celulas contadas em camara de
Neubauer, sendo a viabilidade determinada com azul de tripan.

As células de mieloma foram mantidas em estufa a 37°C. a uma
atmosfera de 5% de CO, e repicadas a cada 48-72 horas até que
apresentassem crescimento exponencial. No dia anterior ao da
fusdo, as células foram repicadas a uma concentragio de 5 x 10’
células por ml para frascos de 75 cm™.

3.5.2 Fusao celular

Um camundongo BALB/c, previamente imunizado e selecionado
por RIFI, foi sacrificado, o bago removido assepticamente e
transferido para uma placa de Petri estéril contendo 5 ml de
DMEM. Com auxilio de pinga e tesoura, o bago foi cortado em
pequenos fragmentos e macerado com émbolo de seringa sobre uma
tela fina de aco inoxidavel. As células esplénicas foram lavadas duas
vezes por centrifugagdo a 4000 g, por dez minutos, com DMEM.

As células de mieloma, repicadas 24 horas antes, foram removidas
dos frascos de cultura e lavadas trés vezes em DMEM por
centrifugag@o a 4000 g por dez minutos.

As células esplénicas foram misturadas com 107 células de mieloma
da linhagem SP2/0 (Shulman et al., 1978). A mistura de células foi
centrifugada a 4000 g por dez minutos e, ao sedimento. adicionou-
se lentamente 1 ml de solugao de PEG 1500 (polietilenoglicol) a
50% (p/v) em DMEM, pre-aquecida a 37°C mantendo-se as células
sob agitagdo suave e constante por um minuto.

Apos um minuto de repouso, adicionaram-se 20 ml de DMEM,
sendo 1 ml no intervalo de um minuto, sob agitagio suave e 0s
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outros 19 ml no intervalo de quatro a cinco minutos. A mistura foi
centrifugada a 3200 g por dez minutos e, ao sedimento,
adicionaram-se 100 ml de meio seletivo DMEM-HAT-20
(hipoxantina, aminopterina, timidina e 20% soro fetal bovino) e
células totais do bago de camundongo ndo imunizado. A suspensao
final foi distribuida em cinco placas de 96 orificios (200 ul por
orificio), seguindo-se incubagido em estufa a 37°C, sob atmosfera de
5% de CO,, com realimentagdo dos hibridos a cada trés dias, por 10
a 13 dias com o meio seletivo DMEM-HAT-10.

A presenga da aminopterina no meio teve como objetivo eliminar
células ndo fusionadas ou resultantes de fusdes homologas. As
celulas totais de bago de camundongo ndo imunizado foram
utilizadas para promover a limpeza da cultura.

Apos esse periodo, a realimentagdo foi feita com DMEM-HT-10
(10% de soro fetal bovino), por duas vezes e, apos 20 dias, 0 meio
DMEM-10 passou a ser utilizado para estimular o crescimento dos
hibridomas.

3.5.3 Selecao dos hibridos apos fusao

Os primeiros hibridos foram testados 13 dias apds a fusdo celular,
quando os clones apresentavam crescimento relativo a 2/3 da
superficie do orificio da placa. A observacgio foi feita através do

microscopio invertido IMT-2 (Olympus).

A presenca dos anticorpos contra o antigeno B. bovis no
sobrenadante das culturas foi detectada por RIFL

3.5.4 Obtencio de macréfagos para monocamadas

Camundongos BALB/c foram anestesiados com éter sulfurico e
desinfetados com etanol a 70%. Dentro de uma capela, previamente
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descontaminada, com auxilio de pinga e tesoura cirurgicas,
procedeu-se a remogdao da pele da regido abdominal dos
camundongos, com a finalidade de inocular na cavidade peritoneal 5
ml de DMEM, contendo 1 Ul/ml de heparina. A regido abdominal
foi massageada, e o liquido peritoneal aspirado (agulha 40 x 12 mm)
e centrifugado a 4000 g por dez minutos a 4°C.

As células obtidas na aspiragdo do liquido peritoneal foram
ressuspendidas em DMEM-10 e distribuidas em frascos ou placas
de 96 orificios e incubadas a 37°C e 5% de CO», 24 horas antes de
serem utilizadas.

Os macrofagos obtidos foram adicionados as placas e aos frascos de
culturas previamente a clonagem, com o objetivo de estimular o
crescimento dos hibridos e promover a limpeza das culturas

3.5.5 Clonagem dos hibridos

Os hibridos positivos foram selecionados para a clonagem. As
células dos orificios a serem clonadas foram retiradas com auxilio de
pipeta de Pasteur, ressuspendidas em DMEM-10 e contadas em
camara de Neubauer.

Apos a contagem, fez-se diluigao limitante, de modo que durante a
distribui¢do nas placas de cultura de 96 orificios se colocasse apenas
uma ceélula por orificio. O crescimento foi acompanhado
diariamente, a partir do quinto dia, com troca de meio a cada trés
dias.

Os orificios que apresentavam bom crescimento de uma so coldnia,
e as colonias que em RIFI permaneceram positivas, foram
expandidas em placas de 24 orificios e frascos de cultura de 75 cm’
para obtengdo de sobrenadante de cultura e células para inoculagdo
em camundongos para produgdo de liquido ascitico ou
congelamento em nitrogénio liquido.
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Todos os frascos ou placas utilizados foram previamente revestidos
com uma camada de macrofagos.

3.5.6 Obtencio de sobrenadante de cultura contendo anticorpos
monoclonais

Os sobrenadantes obtidos das culturas, contendo anticorpos
monoclonais produzidos /n vitro, através da manuten¢dao dos
hibridos em frascos de cultura, foram armazenados em frascos de 50
ml e estocados a -70°C.

3.5.7 Producio de liquidos asciticos dos anticorpos monoclonais

Trinta camundongos BALB/c foram inoculados por via
intraperitoneal com 0,5 ml de 6leo mineral (Nujol). Sete dias apos,
cada animal foi inoculado pela mesma via, com 10° células
produtoras de anticorpos monoclonais. Aproximadamente 15 dias
apos a inoculagio das células, quando os camundongos
apresentavam o abdome aumentado de volume, o liquido ascitico
foi colhido através de pungdo abdominal, utilizando agulha 40 x 12
mm. Colheitas subseqiientes foram realizadas enquanto houve
presenga de ascite.

Os liquidos asciticos colhidos foram centrifugados a 4000 g por dez
minutos. Os sobrenadantes foram armazenados em tubos Eppendorf
e conservados a -70°C.

3.5.8 Congelamento das células produtoras de anticorpos
monoclonais

As celulas dos diferentes clones foram congeladas, quando
apresentavam crescimento satisfatorio e alta viabilidade. As celulas
foram adicionadas a solugdo de congelamento contendo 20% de
soro fetal bovino, 10% de Dimetil Sulfoxido (DMSO) em DMEM.
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A mistura foi imediatamente transferida para ‘émpolas de
congelamento de 1 ml (Nunc), que foram mantidas a -70°C por 24

horas e posteriormente transferidas para nitrogénio liquido a
-196°C.

3.5.9 Concentraciao dos sobrenadantes

Os sobrenadantes obtidos dos clones selecionados foram
submetidos a dialise em agucar refinado comercial até redugdo de
cinco vezes o volume inicial, seguindo-se dialise a 4°C em PBS
durante dois dias e conseqliente armazenamento a -70°C.

3.6 Caracterizacio dos anticorpos monoclonais
3.6.1 Caracterizacio isotipica

O metodo de imunodifusao dupla segundo Ouchterlony (1968) foi
utilizado para determinar os isotipos dos anticorpos monoclonais
nos sobrenadantes das culturas.

Uma solugdo de agarose a 1% em agua destilada, contendo 0,1% de
azida sodica, foi solubilizada em banho-maria fervente e espalhada
em ldminas de vidro 7.5 x 2,5 cm, previamente cobertas por uma
fina pelicula dessa mesma solugdo. Apds a solidificagao, foram
feitos os orificios com o auxilio de um cortador circular de agar. Os
sobrenadantes foram distribuidos radialmente nos orificios, € os
soros anti-IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 (SIGMA) foram colocados
na cavidade central. As laminas foram acondicionadas em camara
umida e a leitura foi realizada através de observagdo de linhas de
precipitagdo 24 horas apos a colocagdao dos sobrenadantes e dos
SOrOS.
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3.6.2 Caracterizacao através do teste de ELISA

A caracterizagdo dos anticorpos monoclonais anti-B. bovis em
ELISA foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Waltisbuhl et al., (1987). As solugdes utilizadas no teste de ELISA
estdo descritas no Apéndice |

A reacdo foi executada em microplacas de poliestireno (COSTAR),
sendo o antigeno (5,75 ug) diluido em solugdo tampdo carbonato -
bicarbonato de sodio pH 9.6 adsorvido a placa. Cada orificio da

placa recebeu 100 ul dessa mistura, seguindo-se incubagao durante
18 horas a 4°C.

ApoOs a incubagdo, o excesso da solugdo antigénica foi removido
dos orificios por uma série de trés lavagens com solu¢dao de PBS
contendo Tween 80 a 0,05%. Em seguida, a placa foi incubada com
soros positivos e negativos diluidos em PBS-Tween 80 na dilui¢ao
1:200 e sobrenadantes de culturas durante uma hora a 37°C.

Os soros controles positivos foram obtidos de camundongos
BALB/c imunizados experimentalmente com B. bovis e
comprovadamente positivos em RIFI, e os soros negativos foram
obtidos de camundongos BALB/c n3o inoculados, com cerca de
dois meses de idade. Os animais foram sangrados por pungdo
cardiaca ou através do plexo retro orbital, e o sangue coletado foi
mantido por duas horas em estufa a 37°C. Decorrido esse periodo,
os soros foram obtidos por centrifugagdo a 4000 g por 10 minutos.

Apos lavagem, adicionaram-se a cada orificio 100 pl de conjugado
anti-IgG de camundongo (1:2000) marcado com peroxidase
(SIGMA). Apos uma hora de incubagao a 37°C, a placa foi lavada e
adicionaram-se 100 ul do substrato (OPD). A reagdo foi
interrompida com acido sulfurico 4N (32 ul por orificio) apos dez
minutos.
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A leitura foi feita em leitor de micro placa com filtro de
comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram expressos
como positivos (valores de absorvancia acima da absorvancia
discriminante) ou negativos (valores abaixo da absorvancia
discriminante). A determinagao da absorvancia discriminante foi
feita através da média dos valores de soros de 50 camundongos
negativos, acrescida de dois desvios padrdes (Richardson et al.,
1983).

3.6.3 Caracterizacio através da reacio de imunofluorescéncia
indireta (RIFI)

A caracterizagao dos anticorpos monoclonais anti-B. bovis em RIFI
foi realizada conforme a técnica recomendada pelo Instituto
Internacional de Cooperacion para la Agricultura (IICA, 1987), com
modificagdes.

O antigeno foi produzido a partir de sangue de bezerro
esplenectomizado com parasitemia de 5.5% de B. bovis (amostra
brasileira). O sangue foi colhido em citrato de sodio, seguindo-se
centrifugagdo a 2000 g por dez minutos. O plasma e a papa de
leucocitos foram removidos e as hemacias lavadas trés vezes em
PBS por centrifugagdo e ressuspendidas em dois volumes de PBS.
Esfregacos foram feitos, fixados com acetona por 15 minutos e
armazenados a temperatura de -20°C.

No momento da reagdo, as laminas foram descongeladas e a
confecgdo dos circulos para a delimitagio dos antigenos foi
realizada com esmalte. Os sobrenadantes das culturas foram
distribuidos nas laminas contendo o antigeno. Estas foram incubadas
por 30 minutos a 37°C e, apos a lavagem com PBS por cinco
minutos, e agua destilada por cinco minutos. Posteriormente a
secagem adicionou-se o conjugado anti-IgG de camundongo
marcado com isotiocianato de fluoresceina (produzido no
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Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva) na diluigdo 1:10
em PBS-Tween 80 a 0,02%.

Soros de camundongos infectados e ndo infectados com B. bovis
foram utilizados como controles positivos e negativos
respectivamente, na diluigdo 1:40 em PBS-Tween 80 a 0,05%.

A especificidade de cada anticorpo monoclonal foi determinada
atraves da fluorescéncia emitida a partir do local de ligagdo do
anticorpo ao antigeno. ou seja, superficie da hemacia, superficie ou
citoplasma do merozoito, regidao polar do merozoito etc.

3.6.4 Caracterizacao através de eletroforese em gel

As solugdes utilizadas na eletroforese estdo descritas no Apéndice
IL.

3.6.4.1 SDS-PAGE

O antigeno de B. bovis (amostra brasileira) foi produzido a partir de
sangue de bezerro experimentalmente inoculado de acordo com
Passos (1993), com modificacdes (Sacco, 1994 - comunicacio
pessoal). Ao antigeno adicionou-se tampao de amostra (pH 8,8),
obtendo-se, assim, as proteinas totais dos antigenos solubilizados
em detergente (SDS).

As preparagdes do antigeno foram submetidas a eletroforese de
acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970), com
modificagdes.

Os geis foram montados entre placas de vidro (160 x 180 mm),
separadas por espacadores de 1,5 mm de espessura. Os geis de
separagdo e vedacgao foram utilizados na concentragdo de 10% e o
de concentragdo a 3%.
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O antigeno foi misturado com igual volume de tampdo de amostra
completo e fervido por trés minutos. A amostra aplicada por
canaleta multipla foi de 10 ul e 30 ul de antigeno. para géis corados
pela prata e azul de Comassie, respectivamente. Nos géis para
eletrotransferéncia, a amostra aplicada foi de 400 ul de antigeno em
canaleta unica.

Em todas as eletroforeses, foram incluidos marcadores padrdes com
os respectivos pesos moleculares (SIGMA): B galactosidase (116
kDa), fosforilase b-musculo de coelho (97,4 kDa), albumina bovina
(66 kDa), fumarase coragdo suino (45 kDa), anidrase carbonica (29
kDa).

3.6.4.2 Coloracio pela prata

Foi utilizada a metodologia descrita por Tunon & Johanson (1984),
com modificagoes.

Concluida a eletroforese, o gel foi lavado em agua destilada e
colocado em solugdo pré - fixadora I durante a noite. Em seguida, o
gel foi transferido para a solugdo pré - fixadora II durante uma hora.
Apos lavagem em agua destilada durante 30 minutos, o gel foi
fixado em solugdo de glutaraldeido 25%, diluido 1:2 em agua
destilada, durante uma hora. Novamente foram realizadas varias
lavagens em agua destilada durante 30 minutos, em seguida,
adicionou-se etanol aquoso a 20% por uma hora.

Procedeu-se, entao, a coloragdo em solugdo de prata amoniacal, ao
abrigo da luz durante uma hora. O gel foi transferido para etanol
aquoso por 15 minutos e, posteriormente adicionou-se ao gel a
solucao reveladora. Apos visualizagdo das bandas, adicionou-se ao
gel solugdo inativadora. Todas as etapas da coloragdo foram
realizadas sob agitagdo.
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3.6.4.3 Coloracio pelo azul de Comassie

Apos eletroforese e rapida lavagem em agua destilada. o gel foi
transferido para uma solugdo corante. contendo 0,25% de azul
Comassie R-250 durante 30 minutos. Logo apos, foi feita a
descoloragdo, utilizando-se uma solugdo contendo metanol, acido
acético e agua destilada até se obter a diferenciagdo das bandas
coradas.

3.6.4.4 Western blotting

A eletrotransferéncia das proteinas para as membranas de
nitrocelulose foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Towbin et al. (1979), com modificagdes.

Ao terminar a eletroforese, o gel foi lavado em agua destilada e
mergulhado por 30 minutos em tampdo de transferéncia. Todas as

solucdes utilizadas em Western blotting estdo descritas no Apéndice
II1.

A membrana de nitrocelulose (SCHLEICHER/SCHUEL) foi imersa
em agua deionizada durante cinco minutos e, posteriormente,
incubada por 30 minutos em tampdo de transferéncia, juntamente
com quatro pedagos de papel de filtro Whatman 3 mm, cortados do
tamanho do gel e espumas “Scotch Brite”.

Realizou-se a montagem seqiiencial sobre um suporte de acrilico na
seguinte ordem: uma espuma, dois pedagos de papel de filtro, o gel,
a membrana, os outros dois pedagos de filtro e espuma. Na
montagem evitou-se a formagdo de bolhas de ar entre as varias
camadas e sempre utilizando-se luvas. O “sanduiche” foi colocado
no aparelho de eletrotransferéncia, contendo tampao de
transferéncia, de forma que a membrana ficasse entre o gel € o
catodo (polo positivo). A transferéncia foi realizada a temperatura
ambiente por 24 horas a 24 volts, seguida de duas horas a 48 volts.
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Ao final desse periodo, para controle da transferéncia. a tira de
nitrocelulose, que continha o padrio de peso molecular, e uma
fracdo da amostra foram coradas com solugdo de Ponceau-S
durante um minuto. O gel foi corado pelo Azul de Comassie, para
comprovar a total transferéncia das proteinas. Apos transferéncia. as
membranas foram utilizadas na identificagdo das proteinas dos
antigenos, reconhecidas pelos anticorpos monoclonais anti-5. bovis.

A membrana foi lavada em agua destilada e cortada em tiras de
aproximadamente 0.5 cm de largura. O bloqueio dos sitios
inespecificos foi feito com tampio de bloqueio durante quatro
horas. Apos o bloqueio, as tiras foram lavadas sete vezes em PBS-
Tween 80 a 0,05%, durante duas horas, e incubadas por 24 horas
com as imunoglobulinas dos sobrenadantes de culturas, contendo os
anticorpos monoclonais concentrados cinco vezes.

Como controle positivo foram utilizados soros policlonais bovinos
anti-B. bovis produzidos na EMBRAPA (CNPGC-Campo Grande)
e, como controles negativos, utilizou-se soro de camundongo ndo
imunizado, além de sobrenadante de cultura de hibridos nao
produtores de anticorpos monoclonais e soros policlonais de
bovinos.

As tiras de nitrocelulose foram lavadas trés vezes em PBS-Tween
80 e incubadas por uma hora com anti-IgG de camundongos
conjugado a peroxidase na diluigio de 1:2000 em PBS-Tween 80 a
0,05%, e os controles positivos e negativos bovinos foram
incubados com conjugado anti-IgG bovina na diluigdo de 1:10000.
Apos a incubagdo com o conjugado, as tiras de nitrocelulose foram
lavadas trés vezes com PBS-Tween 80 a 0,05% e uma vez com
PBS. Em seguida, foram reveladas em substrato para peroxidase. A
revelacdo foi interrompida com agua destilada. Toda a reagdo foi
realizada a temperatura ambiente, sob agitagdo.
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Os pesos moleculares aproximados das bandas protéicas foram
calculados através de analise de regressao.
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4 RESULTADOS
4.1 Imunizacio dos camundongos BALB/c

Dos cinco camundongos imunizados, dois desenvolveram resposta
imune humoral a partir da terceira inoculagdao. Esses animais
apresentaram o desenvolvimento de anticorpos apenas contra o
merozoito da Babesia e receberam a imunizagdo final quatro dias
antes da fusdo. Os soros dos outros trés camundongos reagiram
com todo o antigeno, ou seja, hemacias infectadas e n3o infectadas
e merozoitos de B. bovis.

4.2 Producio de anticorpos monoclonais

Treze dias apos a fusdo dos linfocitos com as células de mieloma
SP2/0, os sobrenadantes das culturas foram retirados (200 pl) e a
produgdo de anticorpos pelos hibridomas foi acompanhada através
de RIFI. Nessa etapa, detectaram-se 64 orificios contendo hibridos
positivos (13,3%), sendo selecionados apenas 16 orificios, por
estarem fortemente positivos, para a realizagdo da clonagem por
diluigao limitante (uma ou duas células por orificio).

Apos a clonagem, varios orificios apresentavam-se positivos, 0 que
possibilitou a sele¢do de 36 clones que mais se destacavam em RIFL. A
selecao foi baseada no local de emissdo de fluorescéncia (superficie
e/ou citoplasma do merozoito, regido polar do merozoito, entre
outros).
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Desses 36 clones, foram selecionados 18, que foram expandidos em
placas de 24 orificios e, posteriormente, em frascos de cultura para
obtengdo de sobrenadantes, congelamento e obtengdo de liquido
ascitico (Fig. 2). Todas as placas e frascos de cultura utilizados para a
expansio dos hibridos foram previamente revestidos com uma camada
de macrofagos, objetivando limpar as culturas e estimular o seu
crescimento.

Figura 2 Cultura de células de clone produtor de anticorpos
monoclonais anti-Babesia bovis em microscopio invertido. (500x).
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Os demais clones foram congelados e estocados em nitrogénio Jltn.u‘&o a
-196°C, visto que, provavelmente, eram replicas dos outros clones (Fig.
3). Os clones foram nomeados conforme Tabela 1.

Tabela 1: Denominagao dos principais clones produtores de anticorpos
monoclonais anti-Babesia bovis

Clone Denominacio
2ASC6 Cl
2AS5H6 c2*
2A59G8 C3
2A9H11 C4*
2B12AS 5%
2B12G4 Cé6
2G2A8 C7*
2G2E7 C8
2B4A3 co*
2B4H4 C10
3DoCl2 Cll
3D9D9 cl12¥
3A9B6 Cl3*
3A9D6 Cl4
3HI12A12 €l5*
3H12C8 Cl6
4A9B6 (2 74t
4ASH2 Cl18
4E10A10 Cl9
4E10G7 C20*
4C2C1 C21
4C2H4 ca2*
4C10Bl0 C23*
4C10G7 C24
4F3BI1 C25*
4F3F4 C26
4F10C9 c27
4F10F12 c28*
4G2Co C29*
4G2F4 C30
4G11B7 c31*
4G11H9 C32
4D5D3 C33
4DS5F5 C34*
4E12B7 C35
4E12F11 C36*

* Clones selecionados para expansao
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Figura 3 Desenho esquematico da técnica para a produgdo de
hibridomas e clones secretores de anticorpos monoclonais.
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4.3 Producio de liquidos asciticos dos anticorpos monoclonais

Dentre os 18 clones eleitos, apenas seis foram selecionados para a
producdo dos liquidos asciticos por apresentarem bom crescimento em
meio de cultura, forte reagdo em ELISA e RIFL

Decorridos 15 dias da implantagao das células produtoras de anticorpos
monoclonais na cavidade abdominal dos camundongos, o abdome
apresentava-se dilatado, sendo realizadas, entao, a pun¢ao abdominal e
a colheita dos liquidos asciticos em tubos Eppendorf. Apos a colheita.
esses liquidos foram centrifugados e armazenados a -70°C. A
quantidade de liquido ascitico obtida de cada animal, por pungao, foi de
aproximadamente 5 ml.

4.4 Caracterizagio dos anticorpos monoclonais
4.4.1 Caracterizacao isotipica

Decorridos 24 horas do inicio da reagdo, pode-se observar a formacao
de linhas de precipitagdo no soro padrdao e em dois clones (13 e 20). O
clone 13 reagiu com a imunoglobulina da sub-classe IgG2a, e o clone
20 reagiu com a sub-classe IgG3.

4.4.2 Caracterizacio através da reacio de Imunofluorescéncia

indireta (RIFI)

Os anticorpos monoclonais oriundos dos clones C4, C5, C7, C9, C12,
C13, C15, C17, C20, C22, C23, e C28, ao serem submetidos a RIFI
com antigenos de B. bovis, apresentaram fluorescéncia com todo o
merozoito. Os demais apresentaram algumas diferengas em relagdo ao
local de emissdo da fluorescéncia (merozoito todo, contorno de
merozoito e regido polar), como pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 Reatividade dos anticorpos monoclonais anti-Babesia bovis
pela reagao de imunofluorescéncia indireta.

Clones Local de emissio de
fluorescéncia

C2 contorno de merozoito
C4 merozoito todo

C5 merozoito todo

C7 merozoito todo

C9 merozoito todo

Cc12 merozoito todo
C13 merozoito todo

C15 merozoito todo

Cl7 merozoito todo

C20 merozoito todo

C22 merozoito todo

C23 merozoito todo
C25 superficie polar de merozoito
C28 merozoito todo

C29 contorno de merozoito
C31 regiao polar de merozoito
C34 contorno de merozoito
C36 contorno de merozoito

Os clones que mais se destacaram foram os de numeros 17, que
apresentavam maior intensidade de fluorescéncia emitida a partir de
todo merozoito (Fig. 4), o clone 29, com fluorescéncia emitida a partir
do contorno do merozoito, e o clone 31, cuja fluorescéncia ocorreu na
regido polar de merozoito.




