6l

Figura 4: Reagdo de imunofluorescéncia indireta dos anticorpos
monoclonais frente ao antigeno de Babesia bovis (amostra brasileira).
(400%).

4.4.3 Caracterizacio através do teste de ELISA

Através do teste de ELISA, avaliou-se a reatividade dos anticorpos
monoclonais presentes nos sobrenadantes de culturas concentrados por
dialise em sacarose
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Resultados precedentes desse teste mostraram que a concentragdo do
antigeno que mantinha a maior discriminagdo entre pOSItivos e
negativos foi de 5,75 pg do antigeno por orificio da placa de ELISA
utilizando-se o conjugado na diluigdo 1:2000.

Apos a analise dos soros dos 50 camundongos, obteve-se a absorvancia
meédia dos soros negativos 0,018 e o desvio padrdo de 0,0021. sendo,
portanto, o valor discriminante (cut-off) de 0.022, ou seja, a média dos
soros negativos acrescida de dois desvios padroes.

Baseado no valor discriminante acima descrito, todos os clones
produtores de anticorpos monoclonais apresentaram-se positivos em
ELISA. tendo a absorvancia variado de 0,365 a 0,502. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Reatividade dos anticorpos monoclonais anti-Babesia bovis
em ELISA.

Clones Absorvancia (492 nm)
C2 0.423
C4 0,409
G5 0,435
C7 0.502
c9 0.407

Cl2 0,410
C13 0,446
Cl5 0,449
C17 0,377
C20 0.486
Cc22 0.425
C23 0425
C24 0.425
C25 0.365
C28 0,382
C29 0.368
C34 0.368
C36 0.369

Cut-off = 0,022
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4.4.4 Caracterizagiio através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético do antigeno de B. hovis, amostra brasileira em
SDS-PAGE esta apresentado na Figura 5. Através dessa técnica,
podem-se observar inimeras bandas, sendo a variagio dos pesos
moleculares entre 173 a 29 kDa.

Figura 5 Perfil eletroforético (SDS-PAGE) do antigeno de Babesia

bovis corado pela prata. Marcadores de peso molecular (PM) em kDa a
esquerda.
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4.4.5 Caracterizac¢io através de Western blotting

As bandas protéicas reconhecidas pelos anticorpos monoclonais
apresentavam pesos moleculares entre 163 a 19 kDa, sendo que a
maioria dos anticorpos monoclonais reconheceu mais de uma banda
nessa faixa de peso molecular (Tab. 4).

Tabela 4 Pesos moleculares aproximados dos antigenos reconhecidos
pelos anticorpos monoclonais anti-Babesia bovis em Western blotting.

Clones Pesos Moleculares (kDa)

Cc2 =
Cc4 ndo reativo
C3 —
T ndo reativo
c9 73
Glz ndo reativo
Cl13 162

73

25
Cl13 73

25

20
Cl17 25

19
C20 162

73

25

19
c22 73
C23 162

73

24
C25 —_
C28 —
C29 73
C31 nio reativo
C34 162

73
C36 73

(—) A reacdo nio foi realizada por falta de sobrenadante.
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Os clones 9, 22, 29 e 36 reconheceram somente uma banda de 73 kDa.

As bandas protéicas reconhecidas pelos clones podem ser visualizadas

na Figura 6a, b. A Tabela 5 mostra a reatividade dos anticorpos
2 monoclonais anti-Babesia bovis em RIF1, ELISA e Western blotting.

PM 1 2 3 4

Figura 6a Western Blotting com os anticorpos monoclonais frente ao
antigeno de Babesia bovis. Pesos moleculares (kDa) indicados a
1 Controle bovino negativo

2 Controle bovino positivo

3 Clone 34

4 Clone 13
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162 -

73 -

25-
20 -

PM 1 2 3 4

‘ Figura 6b Western Blotting com os anticorpos monoclonais frente ao
antigeno de Babesia bovis. Pesos moleculares (kDa) indicados a
esquerda.

1 Clone 17
2 Clone 22
3 Clone 15
4 Clone 13




Tabela 5 Reatividade dos anticorpos monoclonais anti-Babesia bovis
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em RIFI, ELISA e Western blotting

Clones RIFI ELISA Pesos
(local de emissio Absorvincia Moleculares
de fluorescéncia) (492 nm) (kDa)

C2 contomo de 0.423 —
Merozoito
C4 merozoito todo 0409 nio reativo
C5 merozoito todo 0435 —
C7 merozoito todo 0.502 n3o reativo
C9 merozoito todo 0407 73
Cl2 merozoito todo 0410 ndo reativo
Cl13 merozoito todo 0.446 162
73
25
Cls merozoito todo 0,449 73
25
20
€17 merozoito todo 0.377 25
19
C20 merozoito todo 0,486 162
73
25
19
C22 merozoito todo 0.423 73
C23 merozoito todo 0,425 162
73
24
C25 superficie polar de 0,425 —_
METOZOIL0
C28 merozoito todo 0.365 —
C29 contorno de 0,382 73
Mmerozoito
C31 regido polar de 0,368 N0 Teativo
METozoito
C34 contormo de 0,368 162
MEeTozZoito 73
C36 contormo de 0,369 73
ET0ZOo1to

(—) A reagdo nio foi realizada por falta de sobrenadante.
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5 DISCUSSAO

A Babesia bovis € um protozoano intraeritrocitario, composto por
diversos antigenos, que precisam ser isolados e purificados visando
obter melhores resultados nos estudos imunodiagnosticos €
imunoprofilaticos.

O maior entrave para o desenvolvimento de testes mais sensivels e
especificos para a babesiose esta relacionado com a natureza das
preparagOes antigénicas utilizadas; geralmente, antigenos totais, ou seja,
hemacias parasitadas.

A técnica da hibridizagdo desenvolvida por Kohler & Milstein (1975),
revelando a possibilidade de imortalizar linfocitos B normais atraves da
fusdo com células de mieloma, permite estudar a composigao antigénica
desse hemoparasito.

Este trabalho demonstra que a técnica dos anticorpos monoclonais
pode ser desenvolvida contra a B. bovis e estabelecidas as condigdes
de clonagem e preservagdo dos hibridomas ao nivel de Brasil.

A técnica empregada ndo difere significativamente das descritas por
outros autores, entretanto, certos aspectos devem ser ressaltados, como
a imunizagio dos camundongos, a selegio dos hibridos e a clonagem.

A dificuldade na etapa de imunizagao deveu-se a impureza do materal
antigénico utilizado (hemoparasito e debris celulares), traduzida pela
resposta imune de alguns camundongos contra todos os componentes
celulares presentes no antigeno utilizado na RIFI, bem como a
substancia usada como criopreservador (DMSO). Estudos preliminares
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mostraram que antigenos (amostra brasileira) criopreservados com
DMSO provocavam areas de alopécias com hiperemia nos animais
inoculados, e os soros desses camundongos, quando submetidos a
RIFI, revelavam fortes reagdes contra todos os componentes celulares.
Portanto, baseando-se nesses dados. optou-se por usar o antigeno
(amostra México) desenvolvido para o teste de ELISA no Centre for
Tropical Veterinary Medicine em Edinburgh - Escocia, uma vez que o
processamento (lise de hemacias, sonicagdo e centrifugagdo) para
obtengdo deste antigeno reduz substancialmente restos celulares,
favorecendo, desta forma, uma melhor resposta imune, e que esta
amostra € a que mais se assemelha a amostra brasileira (Passos. 1993).

A etapa de selegdo dos hibridos positivos teve os seus entraves, devido
ao metodo empregado para a sua realizagio (RIFI). A técnica de
imunofluorescéncia indireta, apesar de ser simples. de facil execugao,
apresentou algumas limitagdes abaixo descritas. Apos a fusdo celular, as
possiveis células fusionadas foram transferidas para cinco placas de 96
orificios, conforme descrito no item 3.5.2.

Decorridos 13 dias, os orificios com crescimento celular relativo a 2/3
da sua superficie (464 orificios) foram testados em RIFI. Conforme o
exposto, a grande quantidade de orificios a serem testados em um
reduzido espago de tempo, e a leitura subjetiva, neste caso com
dificuldade ainda maior, visto que, os anticorpos monoclonais
produzidos pelos hibridomas poderiam estar reagindo com regides
polares facilmente confundiveis com precipitados ou reagdes

inespecificas, vem de encontro com as observagdes feitas por Callow et
al. (1974).

Apesar dessas dificuldades, o valor dessa técnica para a sele¢do de
clones produtores de anticorpos monoclonais ndo deve ser afetado,
visto que Wright et al. (1983) utilizaram-na para a selegdo de clones
especificos contra B. bovis; Goff et al. (1988), a fim de demonstrar o
local de ligagdo dos anticorpos monoclonais nos antigenos de B. bovis e
Figueroa et al. (1990), para observar a especificidade dos anticorpos
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monoclonais anti-B. bovis frente ao antigeno de B. bigemina. Nesse
trabalho realizado por Figueroa et al. (1990), observou-se que o local
de ligagdo antigeno-anticorpo monoclonal era tdo bem definido quanto
por microscopia imunoeletronica.

A mais importante modificagdo da técnica descrita por Kohler &
Milstein (1975), refere-se & diluigdo sucessiva (diluigdes seriadas
realizadas nas placas de forma que o ultimo orificio fique com uma
célula). No trabalho desenvolvido, a clonagem foi realizada por
contagem e diluigdo das células de modo que, durante a distribuigao nas
placas de cultura, se colocasse apenas uma célula por orificio (diluigdo
limitante). Isso permitiu permanecer com uma grande variedade de
hibridos e menores gastos de materiais de consumo.

Apos a clonagem, pdde-se observar um oOtimo crescimento dos
hibridos. Esse fato, provavelmente, foi devido & monocamada de
macrofagos, pois os macrofagos facilitam o estabelecimento dos
hibridomas apos a clonagem e primeira transferéncia para as placas de
24 orificios (Campbell, 1991).

Finalizada a produgdo dos anticorpos monoclonais, tinha-se como
objetivo caracteriza-los em RIFI, ELISA, Western blotting e,
conseqiientemente, estudar a composi¢do antigénica da B. bovis.

Este estudo foi iniciado com a identificagdo dos locais de ligag@o desses
anticorpos monoclonais nos antigenos de B. bovis através da RIFI
(Goff et al., 1988), em que pode-se perceber que a maioria dos
anticorpos monoclonais reagiu com o merozoito da Babesia, conforme
descrito no item 4.4.2.

O objetivo de caracterizagdo desses anticorpos monoclonais anti-5.
bovis, através de RIFI, foi de observar o local de ligagdo desses
anticorpos monoclonais a B. bovis, ja que se sabe que antigenos de
superficie de merozoitos e da regido polar s3o importantes na indugéo
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de produgio de anticorpos bloqueadores da invasdo eritrocitania (Goff
etal., 1988).

Outra importante inferéncia que se pode fazer refere-se a presenga de
antigenos comuns entre as espécies de Babesia, visto que 0 antigeno
utilizado na RIFI era proveniente de amostra brasileira, enquanto que
0s anticorpos monoclonais foram produzidos frente a amostra México.
A heterogeneidade das populagdes de Babesia foi descrita por Curnow
(1968, 1973), através do teste de aglutinagdo, Kahl et al. (1982, 1983),
atraves de eletroforese em gel bi-dimensional e por analise de sonda de
DNA realizada por Cowman (1984).

Vale ressaltar que todos os anticorpos monoclonais foram submetidos a
isotipagem através de imunodifusao em gel de agar, porém foi possivel
caracterizar somente dois clones, os de numero 13, e 20. A explica¢do
para esse fato, possivelmente, deva-se a baixa quantidade de anticorpos
monoclonais presentes nos concentrados.

Em relagdo a reatividade dos anticorpos monoclonais em ELISA,
puderam observar diferentes intensidades de absorvancia de 0,502 a
0,365, permitindo distinguir claramente os clones positivos dos
negativos (cut-off = 0,022). Todos os clones positivos em RIFI
apresentaram positividade em ELISA, concordando com a observagao
realizada por Barry et al. (1982), quando puderam comprovar 95% de
concordancia entre os dois testes.

Apesar das diferentes absorvancias encontradas, ndo foi possivel
comparar se os clones que reagiram com contorno de merozoito ou
regido polar apresentavam leitura menor que os clones que reagiram
com merozoito todo.

Estudos preliminares sobre a eletroforese em gel de poliacrilamida, a
fim de separar as proteinas presentes na preparagao antigénica, mostrou
que o antigeno utilizado para a imunizagdo dos camundongos havia
sofrido desnaturagdo de proteinas, provavelmente, devido ao processo
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de liofilizacdo. Baseado nesse estudo, optou-se por usar o antigeno de
ELISA de Babesia bovis amostra brasileira sem passar pelo processo
de liofilizagdo, porquanto as proteinas separaram satisfatoriamente em
SDS-PAGE. A analise das proteinas presentes nessa preparagao
antigénica mostrou ser o antigeno de Babesia bovis possuidor de
inimeras bandas protéicas, com variagao de pesos moleculares entre
173 a 29 kDa, visualizadas atraves da coloragdo pela prata.

Ap6s a separagdo das proteinas, suas transferéncias para membrana de
nitrocelulose e a conseqiiente reagdo com 0s anticorpos monoclonais,
pode-se notar que alguns clones perderam a sua reatividade, ou seja,
ndo reconheceram nenhuma proteina. Essa perda de reatividade,
provavelmente, deva-se a diferencas existentes entre os trés testes e,
particularmente, a preparagao antigénica utilizada.

Em relacio a RIFL o antigeno utilizado € basicamente ertrocitos
infectados integros fixados com acetona, ja o antigeno para ELISA
constitui-se de praticamente de parasitas soluveis, ou seja, as hemacias
rompidas por lise diferencial com KCl e, posteriormente, sonicadas, sao
retiradas por centrifugagdo. Em contrapartida, o antigeno usado para a
caracterizagdo dos anticorpos monoclonais em Western blotting sao
também praticamente extratos de parasitas, porém as proteinas sofrem
um processo de desnaturagio através de aquecimento a 100 °C por trés
minutos.

Baseado nesses fatos, a perda da especificidade, ou seja, reatividade
desses anticorpos monoclonais em Western blotting, € perfeitamente
explicada e até mesmo supde-se que esses anticorpos reagem com
epitopos conformacionais (Liddell &Cryer, 1991).

A analise da reatividade dos anticorpos monoclonais em Western
blotting revelou a heterogeneidade antigénica da Babesia bovis. O
estudo mostrou varias bandas protéicas com pesos moleculares
aproximados de 162, 73, 25, 24, 20 e 19 kDa.
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Antigenos de Babesia bovis com pesos moleculares similares foram
identificados por outros pesquisadores. Goodger et al. (1984)
identificaram quatro bandas com pesos moleculares de 70, 60, 44 e 27
kDa de lisados de eritrocitos infectados com B. bovis, e algumas dessas
bandas podem representar as mesmas proteinas encontradas neste
presente estudo.

A proteina de 29 kDa, identificada por Wright et al. (1985) e usada em
imunizag¢oes de bovinos susceptiveis, pode ser a proteina de 25 kDa
identificada pelos monoclonais produzidos neste trabalho. Essa
proteina, se associada com outras de poder imunogeénico, pode ser
apropriada ao desenvolvimento de programas de imunizagdo, visto que,
no trabalho realizado pelo pesquisador, acima descrito, ela mostrou
conferir imunidade parcial contra amostras homologas de B. bovis.

Outras proteinas com pesos moleculares de 22 e 70 kDa identificadas
mostraram conferir protegdo parcial contra proteinas isoladas de
amostras virulentas e tém sido consideradas prosperos candidatos para
os processos de imunizagdo (Commins et al., 1985). A indugdo de
protegdo parcial também foi relatada por Goodger et al. (1990), ao
utilizarem quatro proteinas de pesos moleculares variando de 12 a 18
kDa, possivelmente, as proteinas de 19 e 20 kDa neste trabalho
analisadas, referem-se as proteinas acima citadas.

A proteina de 162 kDa, identificada pelos monoclonais anti-B. bovis
produzidos neste trabalho, pode estar relacionada com as proteinas de
pesos moleculares 180, 140 e 135 kDa isoladas de lisado de eritrocitos
infectados por B. bovis. Esse lisado foi usado para a imunizagio de
bovinos esplenectomizados e conferiu grande imunidade protetora
(Goodger et al., 1987).

Pelo exposto, pode-se concluir que alguns componentes antigénicos da
B. bovis, aparentemente imunodominantes, foram identificados neste
estudo usando-se anticorpos monoclonais. Esses anticorpos
monoclonais poderdo ser usados no sequenciamento gendmico, no
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desenvolvimento de testes mais sensiveis e especificos nos estudos
epidemiologicos da babesiose bovina; na avaliagdo da ocorréncia de
variagdes antigénicas da B. bovis em diferentes regides fisiograficas do
Brasil; na caracterizagdo das areas de estabilidade e instabilidade
enzootica, bem como, utiliza-los na identificagao e purificagdo de
proteinas relevantes que poderdo ser utilizadas como possiveis
imunogenos na imunoprofilaxia da babesiose bovina.




6 CONCLUSOES

A reagdo de imunofluorescéncia indireta € uma técnica adequada para a
selegdo de hibridos e clones positivos produtores de anticorpos contra
Babesia bovis.

O painel de anticorpos monoclonais produzido permitiu a identificagdo
de seis proteinas de merozoitos de Babesia bovis de diferentes pesos
moleculares com potencial uso em testes imunodiagnosticos e
imunoprofilaticos.
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SUMMARY

With the aim of identifying antigens of Babesia bovis, with potencial
use in immunodiagnostic tests, a panel of monoclonal antibodies was
produced and characterized by the indirect fluorescent antibody test,
ELISA and Western blotting. The resultant hybrids, after fusion were
selected by the indirect fluorescent antibody test, cloned, maintained in
in vitro culture and cryopreserved in liquid nitrogen. Twelve clones
producing monoclonal antibodies reacted against merozoites, while five
reacted on the surface of merozoites and one clone reacted against the
polar region of merozoites. All monoclonal antibodies reacted in
ELISA, with optical density varying from 0.365 to 0.502 (cut-off =
0.022). The bands recognized by the monoclonal antibodies in Western
blotting had molecular weights ranging from 162 to 19 kDa. Four
clones recognized only one band of 73 kDa and the other did not react
in Western blotting. These antigens will be useful for the development
of more sensitive and especific immunodiagnostic tests for use in
epidemiological studies on bovine babesiosis in Brazil.

Key-words: Monoclonal antibodies, indirect immunofluorescent
antibody test, ELISA, Western blotting.
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APENDICE 1

SOLUCOES PARA RIFI

Tampao PBS pH 7,6

NaCl 85¢g
NazH:PO.-; 1,28 2
NHH2PO4 H20 O, 1 7 g
Agua destilada 1000 ml

PBS-Tween 80 (0,02%)

PBS pH 7.6 1000 ml
Tween 80 200 pl

Adicionar o Tween 80 apos preparar o PBS e verificar o pH.

PBS-Tween 80 (0,05%)

PBS pH 7.6 1000 ml
Tween 80 500 ul

Adicionar o Tween 80 apos preparar o PBS e verificar o pH.
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APENDICE 11

SOLUCOES PARA ELISA

Coating buffer pH 9.6

N3.2C03 O., 16 g
NaHCO; 029¢
Agua destilada 100 ml

PBS-Tween 80 (0,05%)

PBS pH 7.6 1000 ml
Tween 80 500 pl

Adicionar o Tween 80 apos preparar o PBS e verificar o pH.

Solucao acido citrico pH 5,0

Na2HP04 0,72 g
Acido citrico 0,52 ¢g
Agua destilada 100 ml




NaCl
NazHPO.;
NaH;PO, H,O
Agua destilada

Substrato (OPD)
Acido citrico pH 5.0

OPD
Agua oxigenada

82

85¢g
128¢

0,17 g

1000 ml

10 ml
2mg
2ul




APENDICE III

SOLUCOES PARA ELETROFORESE

Tampio de corrida

Tns 6,06 g
Glicina 288 ¢
SDS 2g
Agua bidestilada 2000 ml

Tampaio de amostra

SDS 023 g
Tampdo do gel de concentragio 1,25 ml
Glicerol 2 ml

2 mercaptoetanol 0,5 ml
Azul de bromofenol 400 pl
Agua destilada 10 ml

Tampao do gel de concentracio pH 6,8

Tris 12,10 g
SDS 0.80¢g
Agua bidestilda 100 ml

Acertar o pH para 6,8 com HCI 5N (HCI concentrado).
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Tampao do gel de resolucao pH 8.8

Tris 3633 ¢
SDS 0,80 g
Agua bidestilada 100 ml

Acertar o pH para 8,8 com HCI 5N.

Solucio estoque de acrilamida

Acrilamida 30g
Bis - acrilamida 08¢g
Agua destilada 100 ml

Soluc¢io de persulfato de amoénio 10%

Persulfato de amonio 03¢g
Agua bidestilada 3ml

Gel de acrilamida 10%

Sol. estoque de acrilamida 10 ml
Tampao do gel de resolugéo 3,75 ml
SDS 10% 300 pl
Agua bidestilada 13,28 ml
Persulfato de amoénio 10% 150 pl

TEMED 15 ul




Gel de concentracio

Sol. estoque de acrilamida 1,6 ml
Tampao do gel de concentragdo 1,25 ml
SDS 10% 100 pl
Agua bidestilada 7.34 ml
Persulfato de aménio 10% 300 pl
TEMED 10 ul

Solucio corante para proteinas (Coomassie)

Brilhante Blue R 063 ¢g

Acido acético 17.5 ml
Metanol 125 mi
Agua bidestilada 250 ml

Dissolver 0 Coomassie em metanol, adicionar o acido acético e filtrar
em papel de filtro.

Solucio descorante para proteinas

Acido acético 70 ml
Metanol 100 ml
Agua bidestilada 1000 ml

Solucio pré - fixadora I

Acido acético 14 mi
Metanol 86 ml
Agua destilada 100 ml
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Solucio pré - fixadora Il

Acido acético 20 ml
Metanol 20 ml
Agua destilada 160 ml
Glutaraldeido

Glutaraldeido 25% 105 ml
Agua destilada 120 ml

Etanol aquoso 20 %

Etanol P A 40 ml
Agua destilada 160 ml

Solucio de Prata

Etanol aquoso 190 ml
NaOH 005¢g
Hidréxido de amonio 0,8 ml

Adicionar gota a gota:
Nitrato de prata 05¢g
Agua destilada 10 ml
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Solugio reveladora
Etanol aquoso 200 ml
‘ Formaldeido 200 ul
Acido citrico 2,3M 50l
Solucio inativadora

Etanol aquoso 200 ml
Acido acético 2 ml
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APENDICE IV

SOLUCOES PARA WESTERN BLOTTING

Tampao de transferéncia

Tris 6,055 ¢
Glicina 28.835¢g
Metanol 400 ml
Agua bidestilada 2000 ml

Solucio de Ponceau’s 1%

Ponceau’s lg
Acido aceético 10 ml
Agua bidestilada 100 ml

Tampao de neutralizacio

Tris 6g
NaCl 146¢g
Agua bidestilada 100 mi

Acertar o pH para 7,5 com HCI 5N
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Tampao de Bloqueio (10 X)

Tris 6.055 ¢
NaCl 8,766 g
EDTA 0372 g
NP40 0,5 ml
Gelatina 025¢g
Thiomersal 02¢g

Antes do uso diluir a solugdo com agua destilada (1:10) e acrescentar
5% de leite em po.
PBS-Tween 80 (0,05%)

PBS pH 7.6 1000 ml
Tween 80 500 ul

Adicionar o Tween 80 (0,05%) apos preparar o PBS e verificar o pH.

Tampao salina - Tris

Tris 2422¢
NaCl 2922 g

Fazer 1000 ml e ajustar o pH para 7,5 com HCL
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Substrato

(A) 60 mg de 4 cloro -1- naphtol em
. 20 ml de metanol gelado (freezer)

(B) 100 ml de tamp3o salina - Tris pH 7.5

Misturar A e B imediatamente antes do uso e acrescentar 60 ul de
agua oxigenada gelada (freezer).
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