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Resumo

Neospora caninum € um protozoario intracelular obrigatério, pertencente ao filo
Apicomplexa e que pode ser encontrado ubiquamente no ambiente. Este parasito
possui importancia epidemioldgica e econémica por causar doengas reprodutivas
em rebanhos de ruminantes, principalmente em bovinos, acarretando
consideraveis perdas econOmicas para o pais. A presente tese € composta por
dois capitulos referentes ao estudo de caracterizagdo de fragbes antigénicas
provenientes de N. caninum em diferentes modelos de infecgao experimental. No
primeiro capitulo, o perfil da reagdo cruzada entre N. caninum e Toxoplasma
gondii foi avaliado em modelo de infecgdo experimental murino. Nossos
resultados indicaram a presenca de marcagao apical de N. caninum como
indicativo de reatividade cruzada por reacao de imunofluorescéncia. A reatividade
cruzada foi intensa por ELISA para antigenos soluveis de T. gondii (STAg e
STAg-TgESA) por soros de animais infectados com N. caninum. Ja antigenos
soluveis de N. caninum (NLA e NLA-NcESA) apresentaram menores indices de
reconhecimento heterélogo. Os antigenos excretados-secretados de N. caninum
(NCESA) compbe a fragao antigénica com maior potencialidade de distingdo de
infecgcdo pelos parasitos, perfil este ndo observado pelo mesmo extrato
antigénico de T. gondii. Observamos reatividade cruzada para os antigenos de N.
caninum com alto peso no NLA (80-110 kDa) e para com bandas acima de 32
kDa e 64 kDa do NLA-NcCESA e NcESA, respectivamente. Dessa forma fragbes
antigénicas menores que 32 kDa do NLA e abaixo de 60 de NCESA seriam
possiveis candidatos para o diagnésticos da neosporose com significante
diminuicdo da possibilidade de reatividade cruzada entre os parasitos em
questdo. No capitulo Il, caracterizamos o perfil de reconhecimento antigénico de
N. caninum em modelo de infeccdo experimental bovino. Os animais
apresentaram sorologia reagente apds 15 dias de infeccdo e predominio de
IgG2/1IgG1 especifico para NLA no Inicio da infeccdo ou apds reinfecgao.
Entretanto, leve predominio de IgG1 sobre 1gG2 especifico para NCESA pode ser
observado em fase tardia da infeccdo. Por ELISA, IgM e IgA foram encontradas
em diferentes momentos da infec¢cdo, ndo podendo ser associado a fase aguda
da neosporose. indice Avidez (IA) <50% e IA>70% foram associados com a fase
inicial e tardia da infecgao, respectivamente. Bandas de 29 e 36 kDa de NLA
foram imunodominantes para IgG, IgG1 e IgG2. Distintas bandas desta mesma
fragdo foram reconhecidas por IgG1 e 1gG2 (59-60,80 e 110 kDa) e IgA (32 kDa)
somente apos reinfecgdo. Ja as bandas de 42 e 50 kDa do antigenos total de N.
caninum foram imunodominantes para IgG, 1gG1, IgG2 e IgM durante a infecgao,
sendo o reconhecimento de 15 e 24 kDa por IgG e 24 e 28 kDa por IgA
indicadores de reinfeccdao da neosporose bovina. Quando avaliado o NcCESA,
pode ser observado a associagao do perfil de marcagao, IgG(+) e IgM(-), para as
bandas 32 e 36 kDa com fase cronica da infecgédo e IgG1 para 32 kDa e IgA para
30 e 32 kDa com marcadores de reinfecgdo. Desta forma, pode ser observado
que as associagdes de diferentes técnicas de diagndstico com diferentes fragdes
antigénicas podem elucidar o perfil de infecgédo favorecendo a distingado especifica
entre fases iniciais, tardias e de reinfecgao da neosporose.

Palavras-chaves: Neospora caninum, Neosporose, Diagnostico, Reatividade
cruzada, Toxoplasma gondii



Abstract

Neospora caninum, an obligate intracellular protozoan parasite, belongs to the
phylum Apicomplexa and is ubiquitously distributed in the environment. This
parasite has epidemiological and economical importance to cause disease in
livestock, especially cattle, fostering considerable economic losses for the country.
This thesis comprises two chapters involved the characterization study of antigens
from N. caninum in different models of experimental infection. In the first chapter,
the profile of cross-reactivity between N. caninum and Toxoplasma gondii was
evaluated in an experimental infections in a mouse model. Our results indicated
the presence of apical recognition of N. caninum as indicative of cross-reactivity by
immunofluorescence. Animals infected with N. caninum showed high cross-
reactivity for soluble antigens of T. gondii (STAg and STAg-TgESA) by ELISA. On
the other hand, soluble antigens of N. caninum (NLA and NLA-NcESA) showed
less heterologous recognition. The secreted-excreted antigens (NCESA) comprise
the antigenic fraction with the highest potential to distinguish infection by the
parasites, profile that is not observed in the same antigenic extract of T. gondii.
We observed cross-reactivity to N. caninum in fractions of NLA with high molecular
weight (80-110 kDa) and bands above 32 kDa and 64 kDa for NLA-NcESA and
NCESA, respectively. Thus, antigenic fractions smaller than 32 kDa of the NLA and
60 kDa to NcESA are possible candidates for the diagnosis of neosporosis with a
significant decrease of the possibility of cross-reactivity between the parasite in
question. In Chapter Il, we characterized the profile of antigen recognition of N.
caninum in bovine experimental infection. The animals were seropositive after 15
days of infection and occurred prevalence of specific IgG2/IgG1 to NLA in begin of
infection and after reinfection. However, a slight predominance of IgG1 over 1gG2
anti-NCESA was observed in the late phase. IgM and IgA were found to be
produced at different times of infection, which could not be associated with the
acute phase of neosporosis. Avidez Index (Al) <50% and Al>70% were associated
with early and late phases of infection, respectively. Bands of 29 and 36 kDa of
NLA were immunodominant to IgG antibodies and its subclasses (IgG1 and IgG2).
Distinct bands of this same fraction were recognized by IgG1 and IgG2 (59-60, 80
and 110 kDa) and IgA (32 kD) after reinfection. However, bands of 42 and 50 kDa
in total antigens of N. caninum were immunodominant for IgG (Total, IgG1, 19G2)
and IgM antibodies during infection, with the recognition of 15 and 24 kDa for IgG
and 24 and 28 kDa for IgA as indicators for reinfection in bovine neosporosis.
When NcESA was measured, we observed IgG(+) and IgM(-) toward antigens of
32 and 36 kDA with profile association with the chronic infection and 32 kDa
recognized by IgG1 and 30 and 32 kDa by IgA as reinfection markers. Thus, the
associations of different diagnostic techniques with different antigenic fractions
may elucidate the profile of infection with N. caninum favoring specific distinction
between the early stages, late and of reinfection in neosporosis.

Keywords: Neospora caninum, Neosporose, Diagnostic, Cross-reactivity,
Toxoplasma gondii
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1. Introdugao

1.1. Parasito

Neospora caninum €& um parasito protozoario intracelular obrigatorio,
pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea, familia Sarcocystidae, que
pode ser encontrado ubiquamente no ambiente (DUBEY e LINDSAY, 2006;
TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000).

N. caninum teve seu primeiro relato em 1984 na Noruega a partir da
observagdo de cdes com desordens neurolégicas e sorologia negativa para
Toxoplasma gondii (BJERKAS, MOHN e PRESTHUS, 1984). Contudo, somente
no final da década de 80, DUBEY et al., 1988, em estudos com caes com quadro
clinico sugestivo de toxoplasmose, foi observado caracteristicas basicas que o
diferenciava da infeccdo causada por T. gondii, entre eles: paralisia predominante
dos membros posteriores, ndo observado em animais diagnosticados por
toxoplasmose; cistos teciduais com paredes espessas (1-4 um) e restritos a

tecidos neurais, além de testes soroldgicos negativos para T. gondii.

1.2. Hospedeiros intermediarios e definitivos

N. caninum foi descrito na década de 80 como responsavel por doencgas
neuromusculares em filhotes caninos infectados de forma transplacentaria, mas
somente em 1998 determinou-se que o hospedeiro definitivo seria o cao a partir
do isolamento de oocistos nas fezes de animal alimentado com cistos teciduais de
camundongos experimentalmente infectados com N. caninum (McALLISTER et
al., 1998; LINDSAY, DUBEY e DUNCAN, 1999). Mais recentemente coiotes
(Canis latrans) foram considerados como um hospedeiro definitivo adicional de N.
caninum (GONDIM et al., 2004; DUBEY et al., 2009). Posteriomente observou-
se apos infeccado experimental que canideos selvagens australianos (Canis lupus
dingo) também podem ser considerados como hospedeiros definitivos do N.
caninum (KING et al.,, 2010), sendo possivel que outros canideos silvestres

possam exercer o papel de hospedeiros definitivos para este parasito.
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Além de N. caninum ocasionar doenga clinica importante em bovinos e
cées, infec¢cdes naturais em carneiros, cabras, veados e cavalos ja foram
demonstradas por isolamento primario do parasito (DUBEY, 2003).
Adicionalmente, sorologia positiva também foi verificada em distintas espécies de
animais silvestres (raposas, coiotes, lobos, alpacas e camelos) (DUBEY, 2003).
Outros possiveis hospedeiros intermediarios de N. caninum sdo os humanos,
levantando a questao sobre o seu potencial zoondtico. Embora ndo haja relatos
comprovados sobre a infeccdo por N. caninum em humanos, evidéncias
sorologicas de exposicdo ao parasito foram relatadas em diferentes estudos
(NAM, KANG e CHOI, 1998; TRANAS et al., 1999; LOBATO et al., 2006).

1.3. Ciclo Biolégico de Neospora caninum

N. caninum apresenta um ciclo de vida heteréxeno (LINDSAY, DUBEY e
DUNCAN, 1999). A fase assexuada do ciclo de vida do N. caninum ocorre em
uma ampla faixa de hospedeiros intermediarios herbivoros ou onivoros
(mamiferos domeésticos e silvestres), enquanto a fase sexuada é limitada aos
hospedeiros definitivos canideos (GONDIM et al., 2004). Embora os estagios
sexuados ainda nao tenham sido completamente descritos, o ciclo parece ser
muito similar ao de T. gondii envolvendo as mesmas formas infecciosas:
taquizoitos (livres ou em grupos), bradizoitos (em cistos teciduais) e esporozoitos
(em oocistos).

Nos hospedeiros infectados, taquizoitos invadem as células nucleadas e
multiplicam-se rapidamente por endodiogenia dentro de vacuolos parasitéforos
(DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007). A invasdo celular ocorre
inicialmente através da adesdo do parasito a célula hospedeira e extrusdo do
condide seguida por invaginagado da membrana da célula hospedeira para formar
o vacuolo parasitoéforo (VP). Proteinas de roptrias sao liberadas dentro do VP e
estendem a membrana do VP (MVP) para formar associagdo com organelas do
hospedeiro, de modo que mitocondrias e reticulo endoplasmatico séao
posicionados adjacentes ao VP. Proteinas de granulos densos modificam a MVP

e contribuem para a remodelagcdo e maturacdo do VP com a formacdo de uma
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rede de membrana intravacuolar metabolicamente ativa para o crescimento do
parasito (BUXTON, MCALLISTER e DUBEY, 2002).

A multiplicagao sucessiva dentro do VP leva a formacao de pseudocistos
que se rompem liberando taquizoitos que disseminam para diferentes tecidos,
como o ocular, sistema nervoso central, musculos esqueléticos e cardiacos
(DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007). Essa multiplicagao parasitaria
ocasiona extensa lesdo tecidual, favorecendo o recrutamento de células do
sistema imune e formacao de forte resposta inflamatéria. A pressao imunolégica
gerada por células do hospedeiro direciona assim a transformacdo da forma
taquizoito a bradizoito e o inicio da outra fase do desenvolvimento assexuado
(INNES, 2007). Nesta, bradizoitos se multiplicam formando os cistos teciduais
intracelulares, predominantemente em tecidos neurais e musculares, persistindo
por toda a vida do hospedeiro (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007).

Semelhante ao contato com T. gondii, hospedeiros definitivos entram em
contato com os cistos através da ingestdo destes nos tecidos dos hospedeiros
intermediarios. Apds a ingestdo, a parede cistica € digerida por enzimas
proteoliticas, liberando bradizoitos que invadem células epiteliais do intestino
delgado e iniciam o desenvolvimento da fase assexuada (esquizogonia) com
formacdo de esquizontes e liberagcdo de merozoitos, os quais iniciam a fase
sexuada (gamogonia) com a produgao final de oocistos ndo esporulados
(imaturos ou nao infecciosos) que sao eliminados com as fezes. Nos oocistos
eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo para o ambiente, sob condi¢des
otimas de pH, temperatura e umidade, a esporulacdo ocorre entre um e cinco
dias, tornando-o potencialmente infecciosos. Estes podem permanecer viaveis no
solo por longos periodos ate serem ingeridos por outros hospedeiros (DUBEY,
SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007).

N. caninum pode ser transmitido da mae para o feto via placenta, podendo
ser caracterizada por infeccdo transplacentaria endégena, onde o feto pode ser
infectado como resultado de reativagao de infecgao materna pré-natal ou infecgao
transplacentaria exdgena, na qual a transmissao fetal ocorre como resultado de
infeccdo materna durante a gestagdao (WILLIAMS et al., 2009) (Figura 1). A

transmissao vertical da neosporose tem sido demonstrada em varios hospedeiros
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(bovinos, carneiros, cabras, caes, gatos, camundongos, macacos e porcos),
sendo considerado o principal modo de transmissdo em bovinos (DUBEY, 2003).

Nos bovinos, N. caninum causa aborto tanto em gado de corte como de
leite, a partir do terceiro més até o final da gestacédo, sendo mais comum entre o
quinto e sexto més de gestacao (DUBEY e LINDSAY, 2006). Entre os eventos
comumente presentes na neoporose bovina, estdo presente morte, reabsorcao,
mumificagdo ou autdlise fetal dentro do utero e recém-nascidos com sinais
clinicos ou clinicamente normais, mas cronicamente infectados. Sinais clinicos
sdo mais frequentes em animais jovens e predominantemente neurologicos, como
ataxia, paralisia de membros posteriores (hiperextenséo rigida), reflexos patelares
diminuidos e perda de consciéncia. Em animais adultos, o aborto é o unico sinal
clinico observado, podendo ser esporadico, endémico ou epidémico (DUBEY,
2003).

A neosporose canina ocorre geralmente como uma infecgdo subclinica
persistente que pode sofrer reativagcdo durante a gestacdo, resultando em
parasitemia materna e transmissao transplacentaria do parasito para o feto
(BUXTON, MCALLISTER e DUBEY, 2002). Entretanto, podem ser encontrados
alguns sinais clinicos como hiperextensao rigidas dos membros posteriores,
dificuldade de degluticdo, paralisia da mandibula, atrofia muscular, paralisia dos
nervos faciais, faléncia cardiaca (DUBEY, 2003), e o envolvimento da pele
causando a neosporose cutdnea com intenso numero de taquizoitos nas lesdes
cutdneas, sugerindo uma falta de controle imune do hospedeiro sobre a
multiplicacdo dos parasitos (PERLE et al., 2001; ORDEIX et al., 2002).
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Figura 1. Ciclo de transmissao da neosporose (adaptado de Milton M. McAllister
http://vetmed.illinois.edu/faculty/path/images/Neosporalifecycle2007 .jpg).
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1.4. Importancia Epidemiolégica

N. caninum vém sendo extensivamente estudados nos ultimos anos, por
causar doenga numa gama de rebanhos e estar associado com desordens
reprodutivas, principalmente em bovinos, com consideraveis perdas para o
balanco positivo das finangas nacionais (INNES et al., 2002; DUBEY, SCHARES
e ORTEGA-MORA, 2007).

Estudos realizados com objetivo de determinar a sororeativade para N.
caninum e T. gondii em amostras de soros de ovinos e caprinos em diferentes
regides do Brasil demonstraram elevados indices de sororeatividade, entretanto
esses valores sao dependentes do tipo de teste imunoenzimatico adotado para
analise e do local epidemiolégico analisado (MORAES et al., 2011; ROSSI et al.,
2011).

Apesar de ndo haverem estudos que indicam as perdas globais ou
nacionais, trabalhos isolados estimam que o custo da neosporose deva ser
enorme. Em trabalho recente, as perdas econbmicas globais induzidas pela
infeccdo foram estimadas em varios bilhdes de ddlares por ano (REICHEL et al.,
2013). Adicionalmente, estima-se que o parasito é capaz de infectar os fetos em
95% das gestagcdes em que as vacas eram previamente positivas para N.
caninum (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007). Alem disso, um dos
grandes desafios para o controle da infeccdo por N. caninum é que se trata de
uma infeccao perene, ou seja, onde ndo ocorre cura apos resolucéo da fase
aguda, com possibilidade de haver reagudizagado da infecgdo durante a vida dos
animais por motivos diversos.

Apesar de estudos revelarem aspectos importantes no ciclo de vida,
patologia, soroepidemiologia e vacinagdo relacionados com N. caninum, ainda
existe escassez de informacao sobre a interacdo deste parasito com o hospedeiro
envolvendo proteinas de superficie, citoplasmaticas, de micronemas, granulos
densos e roptrias. Estudos adicionais na pesquisa de alvos para diagndstico,
prevencdo e controle da neosporose tornam-se necessarios na criacido de

insumos para intervencdo em danos econdmicos e protecido de rebanhos.
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1.5. Diagnéstico

O diagnéstico da neosporose pode ser realizado laboratorialmente por
deteccédo direta do protozoario em amostras bioldgica por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), isolamento parasitario e imuno-histoquimica ou por detecc¢ao
indireta através da utilizagdo da sorologia, onde anticorpos especificos contra
proteinas dos protozoarios séo encontrados em técnicas de imunoensaios como
ELISA, Immunoblot e Imunofluorescéncia indireta (IFAT).

Entretanto apesar dos testes indiretos serem amplamente utilizados, a
deteccao de diferentes subtipos de anticorpos somente indica o contato prévio
com o parasito. Dessa forma, estudos que visem a obtencdo de marcadores
sorologicos que determinem com fidelidade a presenga do parasito e/ou fase da
doenca se tornam imprescindiveis. Estudos com utilizacdo de proteinas, fracoes
antigénicas ou taquizoitos de N. caninum no qual foram avaliadas o perfil de

reatividade cruzada com outros parasitos podem ser encontrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Estudos de caracterizagdao de alvos antigénicos com potencial de
diagnéstico da neosporose.

PW Reagao
kDa

Proteina Estrutura Técnica Espécie Referéncia

cruzada

Antigeno Antigenos

Total Solavel T. gondii (-) 1B Bovinos STAUBLI et al., 2006

IBe
ELISA

Nc-p17 17 Nativa NA Bovinos GARCIA et al., 2006

T. gondii (-)
29 Nativa 1B Camundongos HOWE et al., 1998
S. neurona (-

Nc-p29
(NcSAG1)

T. gondii (-)

ELISA
Indireto

HOSSEININEJAD et

Ncp38 38 Nativa al.,, 2010

Caninos
L. infantum (-)

NAN, KANG E CHOI,
1998

Nc-p43 43 Extrato T. gondii (+) 1B Humanos

68 Recombinante T. gondii (- Camundongos YBANEZ et al., 2013

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay I1B: Immunoblotting; IFAT: Indirect Fluorescent Antibody Test;
NA: ndo avaliado

(-) Auséncia de reatividade Cruzada

(+) Presencga de reatividade Cruzada
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A presente tese foi dividida em dois capitulos envolvendo a caracterizagao
proteica de antigenos provenientes de Neospora caninum em diferentes modelos

de infecgao experimental:

| — Avaliagcdo do perfil de reagdo cruzada entre Neospora caninum e

Toxoplasma gondii em modelo de infecgdo experimental murino.

Il — Caracterizagdo do perfil de reconhecimento antigénico de Neospora

caninum em modelo de infecgao experimental bovino.
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2. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de antigenos
provenientes de diferentes fracdes de Neospora caninum e cinética de producao
de anticorpos através da utilizagdo de modelos murino e bovino de infeccéo
experimental com potencial para produgao de insumos em diagnaostico, profilaxia

e protecdo na neosporose.



CAPITULO |

Avaliacao do perfil de reagao cruzada entre Neospora caninum e

Toxoplasma gondii em modelo de infecgdao experimental murino.

24
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.1. Justificativa

Estudos epidemiologicos tém sido amplamente realizados para
caracterizagdo de soroprevaléncia da toxoplasmose e/ou neosporose em
diferentes espécies de animais (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; COSTA et al.,
2001; INNES et al.,, 2001; ALBUQUERQUE et al., 2005; KLUN et al., 2006;
NEMATOLLAHI e MOGHDDAN, 2008; PINHEIRO et al., 2009; SANTOS et al.,
2010; MORENO et al., 2012; FAJARDO et al., 2013). No entanto, alguns estudos
nao consideram a reatividade cruzada presente entre os protozoarios ou
raramente comentam sobre o possivel coinfeccdo na populagdo estudada, o que
pode ocasionar em erros de escolha do tratamento ou na execucao errébnea de
medidas profilaticas.

O diagnodstico laboratorial da neosporose e toxoplasmose sao
classicamente realizados por meio do teste de imunofluorescéncia indireto que,
apesar de ser utilizado como um teste de referéncia apresenta muitas limitacoes,
como, por exemplo, o fato de ser um ensaio artesanal nao passivel de ser
realizado com um numero elevado de amostras e dependente da interpretacao
muitas vezes subjetiva do observador (CONRAD et al,1993; PARE et al,1995;
SASAI et al,1998).

Para a analise de um numero elevado de amostras, o teste
imunoenzimatico usualmente empregado € o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), que se apresenta como uma alternativa economicamente
viavel, sendo passivel de ser automatizado e de execucéao relativamente rapida.
No entanto, os critérios utilizados na interpretacdo dos resultados constituem sua
maior limitacdo e os limiares de reatividade sdo extremamente variaveis em
diferentes estudos soroepidemioldgicos e clinicos (LASRI et al., 2004). Além
disso, ha a possibilidade de obtencao de valores de absorbancia muito elevados,
devido a presenca de anticorpos de reatividade cruzada que sdo sintetizados
contra parasitos filogeneticamente relacionados (BJORKMAN et al., 1997).

Os estudos revelam a existéncia de reatividade cruzada entre N. caninum e
T. gondii com a utilizagdo de técnicas como immunobloting, ELISA, testes de
imunohistoquimica e imunofluorescéncia (GANLEY e COMSTOCK, 1989; NAN,
KANG e CHOI, 1998; SASAI et al., 1998; ZHANG et al., 2007; LIAO et al., 2005).
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Diante desse problema, estudos envolvendo a proteémica dos parasitos tém sido
elaborados para a caracterizagcdo proteica e consequente entendimento da
interacao parasito-hospedeiro, com a intengdo de se produzir insumos para
protocolos vacinais e de diagndstico (LI et al., 2004; BELLI et al., 2005; LEE et al.,
2005; WASTLING et al.,, 2009; ZHANG et al.,, 2011). Por immunoblot,
pesquisadores revelaram que de 42 spots de proteinas reativo a soro de N.
caninum, 18 apresentaram reatividade cruzada com T. gondii e que dos 31 spots
proteicos reconhecidos com soros de T. gondii, 19 apresentaram reatividade
cruzada com N. caninum (ZHANG et al., 2011). Proteinas como a Proteina do
Choque Térmico 70 (HSP70), tubulina, actina e enolase foram consideradas
proteinas conservadas entre esses dois parasitos (ZHANG et al., 2011). Por outro
lado as proteinas NcSUB1, NcGRA2 e NcGRA7 foram considerados como
espécie-especificas para N. caninum (LEE et al., 2005). Apesar de tais relatos
esparsos, ainda ndo foram caracterizadas as fragbes antigénicas de ambos os
parasitos que conferem maior grau de especificidade.

Neste contexto, faz-se necessaria a caracterizagcdo comparativa das
fragdes antigénicas de N. caninum e T. gondii com potencial de produzir subsidios
necessarios para o estabelecimento de insumos a serem utilizados em métodos
laboratoriais que sejam capazes de diagnosticar tanto a neosporose como a
toxoplasmose com altos indices de valores preditivos positivo e negativo, bem
como sua utilizagdo em medidas de profilaxia e controle da infecgao vertical por

estes parasitos.
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1.2. Objetivos especificos

O capitulo | desse trabalho teve como objetivos especificos:

- Observar o perfil de reatividade cruzada entre soro de camundongos

infectados com N. caninum ou T. gondii por Imunofluorescéncia Indireta (IFAT);

- Avaliar o limiar de reatividade em ensaio imunoenzimatico para diferentes
fragbes antigénicas compostas por antigenos soluveis, secretados/excretados e

de superficie de ambos os parasitos;

- Caracterizar o perfil de reatividade cruzada durante a infeccdo murina
com N. caninum ou T. gondii frente as diferentes fragdes antigénicas obtidas de

ambos os parasitos;

- Determinar fracbes proteicas por immunoblot que representem os
principais determinantes de reatividade cruzada em diferentes imunoensaios
realizados nas rotinas de diagndstico laboratoriais da neosporose e toxoplasmose

em diferentes hospedeiros.
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1.3. Material e Métodos
1.3.1. Animais e amostras

Para obtencdo de soro murino, camundongos BALB/c de seis a oito
semanas de idade, com peso aproximado de 18 a 22 gramas, foram obtidos do
Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA) da Universidade Federal
de Uberlandia e mantidos em gaiolas, em um ambiente com temperatura
controlada (22 a 24°C) e com agua e ragao ad libitum. Os experimentos foram
conduzidos seguindo as normas recomendadas e apds aprovagao pelo Comité de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(Protocolo No. 52/2012). Grupos compostos por 10 camundongos cada foram
infectados com 1.10° taquizoitos de N. caninum ou 10 cistos de T. gondii (Me-49)
por via intraperitoneal. Para avaliacdo da presenca de anticorpos especificos
durante a infecgdo, amostras de sangue foram coletadas por via orbital com 0, 7,
15, 30, 60 e 90 dias apds a infecgao. Em seguida, as amostras de sangue foram
centrifugadas (2000 rpm, 10 minutos) e o soro coletado e armazenado a -20 °C

até a sua utilizacdo nos ensaios sorologicos.
1.3.2. Parasitos e cultivo celular

Parasitos do isolado Nc-1 (DUBEY et al.,, 1988) de N. caninum foram
mantidos em cultura celular utilizando linhagem HeLa (ATCC No. CCL-2). As células
foram cultivadas em frascos com area de 25 cm? em meio RPMI 1640 (Gibco,
Paisley, Inglaterra) suplementado com 25 mM de HEPES, 100 U/mL de penicilina G,
100 pg/mL de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sédio
(Sigma Chemical Co., St Louis, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil) em atmosfera de 5% CO, a 37 °C até atingirem a confluéncia. Em
seguida, as células foram infectadas com taquizoitos de Nc-1 (5 x 10°
taquizoitos/frasco de 25 cm2) e mantidas por passagens seriadas em meio RPMI
sem adicdo de SFB, em intervalos de 48 a 72 horas. Parasitos extracelulares
presentes no meio de cultura foram coletado e parcialmente purificados por
passagens forcadas através de agulha 25x7 mm e centrifugagéo rapida (45 x g, 1
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minuto, 4 °C) para remog&o de restos celulares. O sobrenadante foi coletado e
centrifugado (720 x g, 10 minutos, 4 °C) para a obtengdo dos parasitos com o
objetivo de utilizagdo de infec¢ao parasitaria ou preparagao de antigenos.

Taquizoitos de T. gondii (RH) foram mantidos em camundongos BALB/c
por passagem intraperitoneal seriada com intervalos regulares de 48 horas
(MINEO et al., 1980). Apos esse periodo o exsudato peritoneal dos camundongos
foram colhidos em solucao salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2) e
lavados duas vezes em PBS (720 x g, 10 minutos, 4 °C). Apds o processo de
lavagem os taquizoitos foram utilizados para a produgao de antigenos.

Taquizoitos de T. gondii (ME49) foram mantidos em camundongos BALB/c
através de infeccédo intraperitoneal com 10 cistos de T. gondii (ME49) em
intervalos regulares de 30 dias. Apds esse periodo de infecgdo, os cérebros dos
animais foram coletados e macerados com PBS estéril para formacgao de solucéo
homogénea. A contagem dos cistos foi realizada em microscépio com 20 ul de
homogenato em lamina/laminula. Os cistos obtidos foram utilizados para a

realizacao de infeccao experimental.

1.3.3. Fragoes antigénicas

Antigenos soluveis de N. caninum e T. gondii foram preparados como
descrito por Silva et al., 2005. Taquizoitos em suspensado foram tratados com
coquetel de inibidores de protease (Roche) e submetidos a lise celular por dez
ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em
banho-maria a 37 °C, seguido por ciclos (30 segundos on; 20 segundos off, 12 W,
30 kHz e amplitude de 90%) de ultra-som durante 5 minuto em banho de gelo.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 30 minutos, 4°C), os
sobrenadantes coletados e concentracao de proteina foi determinada pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). Aliquotas de antigenos soluveis de N. caninum
(NLA) e T. gondii (STAg) foram armazenados a -20°C até sua utilizagdo em
imunoensaios.

Os antigenos secretados/excretados dos protozoarios em estudo foram
obtidos in vitro. Células Hela foram infectadas com taquizoitos de N. caninum (Nc-1)

ou T. gondii (RH) e mantidas em meio RPMI sem adi¢do de SFB. Apds 72 horas de
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infecgéo o sobrenadante de cultura contendo as proteinas secretadas/excretadas do
parasito foi coletado, filtrado em membranas de 0,22 um (filtros Millex, Millipore) e
concentrado com sacarose. As concentragdes proteicas dos antigenos foram
determinadas pelo método de Bradford e aliquotas de antigenos
secretados/excretados de N. caninum (NcESA) ou T. gondii (TgESA) foram
armazenadas a —20 °C até serem utilizadas nos imunoensaios.

Para preparagdo dos antigenos soluveis, NLA ou STAg, depletados de
proteinas secretadas-excretadas (NLA-NCESA ou STAg-TgESA), taquizoitos
provenientes de cultura celular foram lavados duas vezes em PBS (720 x g, 10
min, 4 °C) e novamente suspensos em solucdo salina de Hanks. 1.10°8 taquizoitos
para cara mL de solucdo foram incubados durante 30 minutos a 37 °C, em
agitacdo suave. Em seguida, os parasitos foram entdo coletados e lavada duas
vezes em PBS (720 x g, 10 min, 4 °C). Posteriormente, o pellet formado foi
processado conforme descrito para obtencdo do NLA e STAg, citado
anteriormente. Todas as fracbes proteicas obtidas tiveram sua concentracéo
determinadas e foram armazenadas a -20 °C até serem utilizados nos

imunoensaios.
1.3.4. Imunofluorescéncia indireta (IFAT)

IFATs foram realizados para detec¢ao de anticorpos IgG para T. gondii e
N. caninum, conforme descrito por Mineo et al., 2001. Brevemente, Iaminas
contendo taquizoitos formalizados foram incubadas com soro de camundongo
diluido em PBS (1:25). Em seguida, as laminas foram incubadas com anticorpos
secundarios especificos (IgG de coelho anti IgG de camundongo conjugado com
isotiocianato de fluoresceina — FITC), diluido em PBS (1:50), suplementado com
0,01% de Azul de Evans para contra-coloragao. Soros controle positivo e negativo
para ambos os parasitas foram incluidos em cada lamina. As imagens foram

analisadas por microscépio confocal (Zeiss LSM 510 Meta).
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1.3.5. Ensaio Imunoenzimatico indireto

Os protocolos de ELISA indireto utilizados para detecgéao de anticorpos IgG
especificos a fragdes antigénicas provenientes de T. gondii e N. caninum foram
realizados de acordo com Silva et al., 2007, com algumas modificagcdes. A reagao
foi efetuada em placas de microtitulacdo de alta afinidade (Costar 3590, Corning)
sensibilizadas com diferentes antigenos de T. gondii e N. caninum (10 ug/mL) em
tampa&o carbonato/bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4 °C. A sensibilizagéo
para deteccdo de anticorpos especificos para antigenos de superficie foi
efetuados conforme Marcolino et al., 2000, com algumas modificagdes.
Taquizoitos de T. gondii (RH) ou N. caninum (Nc-1) foram suspensos em PBS
suplementado com 1% de gelatina (Benkton Dikson) (2.10° taquizoitos/ml) e
utilizados para sensibilizacdo em Placas de microtitulo de alta afinidade (Costar
3590, Corning) por 18 h a 37 °C. Apds o processo de sensibilizacdo para os
antigenos soluveis e de superficie, os sitios inespecificos de ligagdo foram
bloqueados com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e 5 % de leite
desnatado (PBS-TM) por uma hora a temperatura ambiente. Cada placa foi
incubada com soros em diluigdes distintas, mediante padronizagédo prévia, onde
soros murinos (1:25) foram diluidos em PBS-TM a 5% e incubados a 37 °C por
uma hora. Subsequentemente, a placa foi adicionado anticorpos secundario 1gG
de coelho anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase (1:1000, Sigma) em
PBS-TM a 1%. A reacao foi desenvolvida através da adigdo do substrato da
enzima (0,03% H»O, e 0,01M 2,2’-azino-bis-(acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS; KPL) e a leitura da densidade oéptica foi obtida a 405 nm, em leitor de
placas (SpectraMax MZ2e, Molecular Devices).

Dois soros positivos e trés soros negativos obtidos a partir animais
sabidamente infectados ou ndo com T. gondii ou N. caninum foram incluidos em
cada placa de ELISA como controle da reacdo. O cut off das reacbes foram
calculados a partir da média da Densidade Optica (DO) para os soros controle
negativo acrescido de trés desvios-padrédo. Os titulos de anticorpo foram
expressos em Indice ELISA (IE), como descrito por Silva et al., 2002 (IE = DO
amostra / DO cut off ).
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.3.6. Analise do limiar de reatividade dos ensaios imunoenzimaticos

O limiar de reatividade (Reactivity Index - RI) para real distingdo entre
amostras de soro positivas e negativas por ELISA foi obtido através do calculo da
sensibilidade (Se) e especificidade (SP) relativa. Para isso utilizou-se analise pelo
método Two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC), onde o ponto de
interseccédo entre a curva de Se e Sp equivale o valor no qual Rl apresenta o
maximo de sensibilidade e especificidade que podem ser alcangados. Assim, as
curvas TG-ROC foram construidas objetivando discriminar entre os soros de
animais sorologicamente positivos e negativos. A analise TG-ROC foi realizada
utilizando o software 5.0 GraphPad Prism (GraphPad Sofware Inc., San Diego,
EUA). Todos os resultados sao representativos de trés experimentos

independentes.

.3.7. Imnmunoblot

Ensaios de immunoblot (IB) foram realizados para verificar a reatividade
cruzada entre T. gondii e N. caninum em amostras de soro de camundongos
infectados experimentalmente, como descrito anteriormente por Silva et al., 2007.
Resumidamente, fragcdes antigénicas de N. caninum e T. gondii (150 nug) foram
adicionadas em tampao de amostra com dodecilsulfato de sédio 4% (SDS) em e
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) sob
condi¢des nao redutoras (LAEMMLI, 1970). As proteinas foram eletrotransferidas
para membranas de nitrocelulose (TOWBIN et al., 1979) e, em seguida,
bloqueadas com PBS-TM 5% durante 2 horas a temperatura ambiente. As
membranas foram incubadas overnight a 4 °C com soros de camundongos
(1:100) em PBS-TM 1% e posteriormente com anticorpos secundarios (IgG de
coelho anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase; 1:1000; Sigma) em
PBS-TM a 1% por uma hora a 37 °C. Apds novo ciclo de lavagens, a reacgao foi
revelada por meio da adigdo de substrato enzimatico e cromégeno (DAB (3,3'-

diaminobenzidina; Invitrogen).
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|.4. Resultados

Considerando o IFAT como um dos métodos de escolha mais frequente
para o diagndstico laboratorial da neosporose e toxoplasmose, realizamos o
ensaio de imunofluorescéncia com soros de camundongos infectados
experimentalmente por T. gondii ou N. caninum com o objetivo de visualizar o
padrdao de reatividade de anticorpos IgG nos diferentes compartimentos dos
protozoarios em questdo. Noés observarmos o reconhecimento especifico de
antigenos de superficie desde sete dias pés-infecgcdo. Adicionalmente, avaliamos
a possibilidade da presenca de reatividade cruzada entre os antigenos de
superficie dos dois protozoarios correlatos, e observamos que os soros de
camundongos infectados com T. gondii reconheceram antigenos de superficie de
N. caninum, sendo encontrada uma marcagao da porc¢ao apical de taquizoitos de
N. caninum em soros de animais infectados com T. gondii a partir de 15 dias apds
a infeccdo. Em contrapartida, ndo foram encontradas marcagbes em taquizoitos
de T. gondii na presenga soros de camundongos infectados com N. caninum
(Figura I.1).
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Soro de camundongos infectados

N. caninum T. gondii T. gondii N. caninum

0 d.p.i.

7 d.p.i.

15 d.p.i.

30 d.p.i.

60 d.p.i.

90 d.p.i.

Neospora caninum Toxoplasma gondii

Figura 1.1. Avaliagdao da reatividade especifica e cruzada de anticorpos IgG
de camundongos por Imunofluorescéncia Indireta (IFAT). A presenca de
reatividade a taquizoitos de Neospora caninum (duas primeiras colunas) e
Toxoplasma gondii (duas ultimas colunas) podem ser evidenciadas por
isotiocianato de fluoresceina (coloragdo verde). A presenga dos taquizoitos €&
observado pela contra-coloragéo do Azul de Evans (vermelha).
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Para melhor caracterizacdo dos perfis de reconhecimento especifico por
anticorpos IgG mediante diferentes fragdes antigénicas dos protozoarios
estudados, realizamos ensaios sorologicos com amostras de soro de
camundongos infectados experimentalmente. De forma geral, observamos
distincdo de sororeatividade entre soros de animais infectados e animais nao
infectados para ambos os parasitos (Figura 1.2). De todas as fragbes antigénicas
testadas por ELISA, as fragdes contendo os antigenos soluveis demonstraram
maior potencial de reatividade, especialmente antigenos soluveis (STAg e NLA,;
Figura |1.2A) e antigenos soluveis depletados de proteinas secretadas/excretada
(STAg-TgESA e NLA-NcESA; Figura 1.2B). Por outro lado, os antigenos de
superficie apresentaram baixa reatividade em relacdo a outras fracoes
antigénicas, sendo encontrada menor distingdo entre animais infectados ou nao
com os protozoarios em estudo. Notavelmente, houve diferenga de reatividade
especifica para os antigenos secretados/excretados destes protozoarios, sendo
observada uma forte reatividade de soros de animais infectados com T. gondii
para TQESA, enquanto menores niveis de IgG sérico de camundongos infectados
N. caninum foram observados para NCESA (Figura |.2A e 1.2B).

Como proximo passo, os limiares de reatividade dos ensaios
imunoenzimaticos foram determinados para cada fragao antigénica analisada. Os
limiares de reatividade foram selecionados através do calculo da sensibilidade e
especificidade relativas para cada antigeno por TG-ROC (Figura 1.3). Os
antigenos soluveis e antigenos soluveis depletados de proteinas
secretadas/excretadas (STAG/NLA e STAg-TgESA/NLA-NCESA,
respectivamente) foram as fragdes antigénicas com os limiares de reatividade
mais elevados, o que sugeriu que os testes ELISA baseados nestes antigenos
possuem um reatividade inespecifica elevada, se comparada aos outros

antigenos em estudo.
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Figura 1.2. Caracterizagdao do padrao de reatividade especifica de IgG de
camundongos a diferentes frag6es antigénicas de N. caninum e T. gondii.
Amostras de camundongos infectados com T. gondii (A) ou N. caninum (B) foram
submetidos a ensaios imunenzimaticos utilizando fragdes antigénicas distintas
provenientes de T. gondii (A) ou N. caninum (B). STAg — antigenos soluveis de T.
gondii; ESA — antigenos secretado/excretado; STAg-TgESA — STAgQ depletados
de antigenos secretado/excretado; NLA — antigenos soluveis de N. caninum; NLA-
NCESA — NLA depletados de antigenos secretado/excretado.
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Figura 1.3. Avaliacao do limiar de reatividade para diferentes antigenos por
Graph Receiver Operating Characteristic Curve (TG-ROC). TG-ROC para
diferentes ensaios imunenzimaticos realizados utilizando: (A) antigenos soluvel de
T. gondii (STAg), (B) antigenos soluveis de N. caninum (NLA), (C)antigenos
secretado/excretado de T. gondii (TQESA), (D) antigenos secretado/excretado de
N. caninum (NcESA), (E) STAg depletado de TgESA, (F) NLA depletado de
NcESA (G), antigenos de superficie de T. gondii, (H) antigenos de superficie de
N. caninum. O cruzamento das linhas representam o limiar de reatividade
determinado pela analise, considerando sensibilidade (-s-) e especificidade (—e—)
6timas para cada fragcao antigénica analisada.
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Nos ensaios sorologicos, podemos observar que os soros dos animais
apresentaram perfis de reconhecimento distintos, dependendo da fragcao
antigénica utilizada no ELISA. Em geral, camundongos infectados com T. gondii
soroconverteram antes do que os infectados com N. caninum (Figura 1.4).
Excecédo feita aos antigenos de superficie (Figura 1.4G), os antigenos soluveis
STAg (Figura 1.3A) e STAg-TgESA (Figura [|.4E) e antigenos
secretados/excretados (TgESA,; Figura 1.3C) de T. gondii foram reconhecidos por
maioria dos soros animais 15 dias apdés a infeccdo. Para N. caninum, a
soroconversao dos animais infectados experimentalmente foi observada para NLA
(Figura 1.4B), NLA-NCESA (Figura 1.4F) e para os antigenos de superficie (Figura
I.4H) apds 15 dias de infecgao. No entanto, a completa reatividade positiva para o
NcESA (Figura 1.4D) somente foi observada com 30 dias de infecgao
experimental.

Quanto ao perfil de reatividade cruzada, claramente podemos notar que
todos os grupos apresentaram reatividade para as fragdes antigénicas
heterdlogas testadas. No entanto, o numero de animais que apresentaram
anticorpos IgG com reatividade cruzada, bem como a intensidade de reacéo,
variou entre as fragdes antigénicas testadas (Figura 1.4). A adogdo dos titulos de
cut off calculados pela TG-ROC minimizou a porcentagem dos fendmenos de
reatividade cruzada, embora nao tenha sido capaz de elimina-la completamente.

Foi observado um elevado grau de reatividade cruzada quando soros de
camundongos infectados com N. caninum foram submetidos ao STAg (Figura
I.4A), sendo esta a fragdo antigénica que apresentou maior indice de reatividade
cruzada com aproximadamente 80% dos animais infectados com N. caninum
apresentando reatividade a este antigenos de T. gondii. Por outro lado, soros de
camundongos infectados com T. gondii reagiram de forma menos intensa ao NLA
(Figura 1.4B), sendo que somente apds 90 dias apods a infec¢do um animal do
grupo infectado com T. gondii apresentou reatividade cruzada para NLA (Figura
[.4B). Padrao semelhante de reatividade cruzada observada para os NLA e STAG
também pode ser encontrado entre STAg-TgESA e NLA-NcESA (Figura |.4E e
I.4F), onde a reatividade cruzada para o NLA-NcESA foi observada

posteriormente a encontrada para o STAg-ESA.
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Dentre os antigenos provenientes de N. caninum que apresentaram
menores indices de reatividade cruzada, o NCESA revelou ser a fragdo com maior
potencial de distingdo entre animais com infec¢des pelos parasitos (Figura 1.4D),
perfil este de reatividade ndo observado por sua fracdo heteréloga (TgESA,
Figura 1.4C).

Embora os antigenos de superficie de ambos os parasitas tenham
apresentado os menores niveis de reatividade por ELISA (Figura 1.4G e |.4H),
estes mostraram ser as fragcbes com maior especificidade, sendo a reagcdo com
menor numero de camundongos reconhecendo o0s antigenos heterdlogos.
Semelhante aos dados encontrados por IFAT (Figura 1.1), antigenos de superficie
de N. caninum apresentaram reatividade cruzada com IgG presente nos soro dos

camundongos infectados com T. gondii.
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Figura 1.4. Caracterizagdo dos niveis de reatividade cruzada por IgG de
camundongos infectados experimentalmente para diferentes fragoes
antigénicas de Neospora caninum e Toxoplasma gondii. O perfil de
reconhecimento de IgG provenientes de camundongos infectados por N. caninum
ou T. gondii e animais ndo infectados foram expressos em indice ELISA para
reagoes utilizando (A) antigenos soluvel de T. gondii (STAg), (B) antigenos
soluveis de N. caninum (NLA), (C) a antigenos secretado/excretado de T. gondii
(TgESA), (D) a antigenos secretado/excretado de N. caninum (NCESA), (E) STAg
depletado de TgESA, (F) NLA depletado de NcESA (G) antigenos de superficie
de T. gondii, (H) antigenos de superficie de N. caninum. A linha pontilhada
representa o limiar de reatividade obtido por TG-ROC para cada fracéo
especifica. Os pontos vermelhos representam os soros animais com a presenca
de reatividade cruzada.
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Objetivando verificar o perfil da cinética de reconhecimento dos antigenos
imunodominantes pelos diferentes grupos experimentais, foram avaliados a
reatividade de 1IgG presente nos soro dos camundongos infectados
experimentalmente a diferentes fracbes antigénicas de ambos os parasitas por
immunoblot (Figura 1.5). De forma geral, embora o reconhecimento dos antigenos
por IgG no soro ser observado desde sete dias apds a infecgdo, o amplo
reconhecimento das fragdes proteicas em estudo foram realizado apés 30 dias de
infeccdo. Contudo, aos 15 dias de infec¢do os camundongos infectados com N.
caninum apresentaram maior variabilidade de reconhecimento antigénico, quando
comparado aos animais infectados com T. gondii, se considerado a reatividade
frente suas fragdes especificas.

Animais infectados com N. caninum mostraram reconhecimento de dois
antigenos imunodominantes em NLA (29-32 kDa e 36 kDa) a partir de sete dias
pos-infecgdo (Figura |.5A). Da forma semelhante, soros de camundongos
infectados com T. gondii reconheceram trés por¢des antigénicas do STAg (30, 34-
37, 40 kDa) apos 15 dias de infecgao (Figura 1.5B). Aparentemente, as proteinas
de alto peso molecular (80-110 kDa) de NLA foram reconhecidos em estagios
mais avangados da infecgdo, mas estes mesmos antigenos apresentaram perfil
de reagao cruzada com IgG de camundongo infectado com T. gondii (Figura [.5A).
Observamos também fraca reatividade cruzada com bandas de peso aproximado
a 33, 36, 72-76 kDa do NLA apds 15 dias de infeccao e para a banda de 29 kDa
apo6s 90 dias de infeccdo (Figura 1.5A). Ja as bandas de 34, 39, 40 e 45-47 kDa
apresentaram reatividade cruzada com soros de animais infectados com N.
caninum (Figura 1.5B). Novamente, foram observados resultados semelhantes
entre STAg e STAg-TgESA, tanto para o perfil de reatividade especifica como
cruzada (Figura I.5B e 1.5D).

De modo distinto, enquanto NLA foi intensamente reconhecido por
anticorpos IgG de camundongos infectados por N. caninum e apenas alguns
antigenos foram fracamente reconhecidos por soros de animais infectados com T.
gondii (Figura 1.5A), a deplecdo dos antigenos secretados/excretados das fragcoes
soluveis (NLA-NcESA) resultou em forte reconhecimento das bandas com pesos

moleculares estimados em 32, 39 e 40 kDa (Figura 1.5C).
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Quanto ao reconhecimento especifico de antigenos secretado/excretados
no immunoblot os resultados confirmam aqueles obtidos por ELISA. Enquanto os
antigenos presentes no TgESA apresentaram reconhecimento com maior
intensidade e variabilidade de peso molecular por anticorpos IgG no soro de
camundongos infectados por T. gondii (Figura 5F), os animais infectados com N.
caninum reconheceram basicamente cinco bandas antigénicas situadas entre 20
e 50 kDa (Figura 5E). Enquanto IgG de camundongos infectados com N. caninum
reconheceram fortemente antigenos do TgESA com peso molecular aparente de
33-34, 36-37, 65, 69-71, 74-76 e 80 kDa (Figura 5F), houve marcacao de reacao
cruzadas evidente para os antigenos do NCESA com peso molecular estimado em
64-65 kDa e 69-70 kDa para 30 e 60 dias de infecgao respectivamente (Figura
[.5E).
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Figura 1.5. Reconhecimento de antigenos imunodominantes mediante
infeccoes homodlogas e heterélogas. Anticorpos IgG provenientes de
camundongos infectados com Neospora caninum e Toxoplasma gondii foram
submetidos a ensaios de Immunoblot com fragbes (A) antigenos soluveis de N.
caninum (NLA), (B) antigenos soluveis de T. gondii (STAg), (C) antigenos
secretados/excretados de N. caninum (NCESA (D) antigenos
secretados/excretados de T. gondii (TQESA), (E) NLA depletados de NCESA, (F)
STAg depletados de TgESA.
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l.5. Discussao

Na natureza, estudos demonstram a presenga de uma gama de animais
que apresentam coinfeccdo para diferentes protozoarios. Adicionalmente, ja
existem relatos de humanos com sorologia positiva para N. caninum e T. gondii
(NAM, KAM E CHOI et al.,, 1998; TRANAS et al., 1999; TREES E WILLIAMS,
2000; LOBATO et al., 2006). Este fato tem levado o questionamento sobre a
influéncia da proximidade filogenética e da homologia antigénica entre diferentes
parasitos no detrimento da especificidade dos diagnosticos utilizados por
diferentes laboratérios. Assim, estudos com potencial de entendimento do real
papel do reconhecimento antigénico parasitario por diferentes organismos
apresentam extrema relevancia no ambiente cientifico e laboratorial.

Em nosso trabalho realizamos a avaliagdo antigénica, sua especificidade e
reatividade cruzada por IgG presentes no soro de animais infectados com N.
caninum e T. gondii. A reatividade cruzada pdde ser avaliada através da
determinacao do limiar de reatividade por analise de TG-ROC, pelo qual foi
realizado o calculo do cut off especificos para cada antigeno no modelo de
infeccdo experimental murino. Por IFAT, ELISA e Immunoblot foram observados
perfis distintos de reatividade cruzada entre os antigenos de T. gondii e N.
caninum.

Por meio do IFAT e ELISA, verificou-se que os anticorpos IgG de
camundongos infectados com T. gondii reconheceram antigenos de superficie de
taquizoitos deT. gondii e N. caninum. O IFAT tem sido utilizado para o diagndstico
de neosporose em diferentes animais como um padrao ouro para a confirmacgéao
desta infeccdo. Contudo, consideravel reatividade cruzada entre N. caninum e T.
gondii é relatada, principalmente no complexo apical deste parasita (CONRAD et
al., 1993; PARE et al., 1995). A estrutura do condide de N. caninum é uma regiéo
importante do complexo apical que contém epitopos com apresentacédo de reacao
cruzada por IgG a T. gondii e outros parasitos com Eimeria spp. (SASAI et al.,
1998). Além disso, a presenga de antigenos de micronemas e roptrias com
consideravel identidade entre T. gondii e N. caninum pode possibilitar o aumento
da reatividade cruzada por IFAT (GANLEY e COMSTOCK, 1980). Liao et al.,

2005, utilizando dez anticorpos monoclonais contra proteinas de N. caninum
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observou por IFAT e Immunoblot que seis monoclonais apresentaram reatividade
cruzada com T. gondii, trés deles identificados como proteinas PDI, HSP70 e
RP1. Adicionalmente, os mAb utilizados no estudo e que reconheceram a
proteina PDI, demonstraram potencial na inibigdo do processo de invasdao de
células Vero por N. caninum e T. gondii in vitro.

Por ELISA e Immunoblot, certificamos que IgG anti-N. caninum
reconheceram antigenos soluveis de T. gondii, principalmente STAg, TgESA e do
STAg-TgESA. Em contrapartida, a reatividade de IgG anti-T. gondii reconheceu
minimamente os antigenos soluveis de N. caninum (NLA), ocorrendo mais
fortemente no NLA-NcESA.

Familia de proteinas com ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
identificadas na superficie de taquizoitos de T. gondii (MANGER et al., 1998) e N.
caninum (HOWE et al.,, 1998) e designadas como SAG e SRS apresentam
elevado perfil de homologia para ambos os parasitas (HOWE e SIBLEY, 1999), o
que poderia sugerir a elevada presenca de perfil de reatividade cruzada. Contudo,
estudos com as proteinas p29 (SAG1) e p35 (SRS2) demonstraram ser
conservadas em cinco cepas de N. caninum (NC-1, NC-2, NC-Liv, BPA-1 e BPA-
3), mas também revelou que monoclonais especificos para estas proteinas n&o
reconheceram proteinas de T. gondii ou S. neurona, o que revela que estas
proteinas possuem epitopos propios que nao apresentam reatividade cruzada
(HOWE et al., 1998).

HE et al., 2013, ndo encontraram reatividade cruzada entre N. caninume T.
gondii em soros de bovinos através da proteina recombinante de 40 kDa
(NcSAG1 e NcSRS2), podendo este ser um alvo antigénico para o diagndstico da
neosporose bovina. Ja em outro estudo utilizando soro policlonal de coelho
infectado, proteina de 43 kDa de N. caninum (Nc-p43) revelou-se altamente
antigénica com auséncia de reatividade cruzada com T. gondii (HEMPHILL e
GOTTSTEIN, 1996). Contudo Nan, Kang e Choi, 1998 realizando avaliagéo
soroldgica entre 110 estudantes saudaveis encontraram soro de trés destes
reativos para a proteina de 43 kDa presente em extrato proteico proveniente de N.
caninum. Posteriormente Hemphill et al., 1997, observou que a p43 de N.
caninum possuia homologia com duas proteinas de T. gondii, SAG1 (43% de
similaridade; 30% de identidade) e SAG3 (44% de similaridade; 23% de
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identidade), mas ndo encontrou reatividade cruzada entre essas proteinas por
IFAT e Immunoblot.

Em nossos resultados, T. gondii e N. caninum apresentaram diferentes
padrées de reatividade cruzada em modelo experimental de infeccdo murina
dependendo da fragdo antigénica e dos ensaios sorolégicos utilizados na
avaliacdo diagndstica. Existiu uma predominéncia de reatividade cruzada aos
antigenos de T. gondii, em relagdo aos antigenos de N. caninum em soros de
animais infectados, sendo maior reatividade cruzada em nossos ensaios
sorologicos encontrada para os antigenos presente no STAg. Adicionalmente,
mais estudos de proteOmica se tornam necessarios para melhor identificacao de
proteinas com real potencial para o diagndstico diferencial da neosporose e

toxoplasmose.



49

CAPIiTULO Il

Avaliacao do perfil de reconhecimento antigénico de Neospora caninum em

modelo de infec¢dao experimental bovino
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I1.1. Justificativa

No Brasil, o setor agropecuario € responsavel por 27% do Produto Interno
Bruto (PIB) (GOVERNO FEDERAL DO BRASIL, 2009), sendo a bovinocultura um
dos principais destaques do agronegaocio brasileiro no cenario mundial. O Brasil &
considerado o maior rebanho comercial do mundo com 212 milhdes de cabecas
de bovinos (IBGE, 2011), o que representa 1,15 bovinos para cada individuo no
pais. Desde 2004, o Brasil assumiu a liderangca em exportagdes com um quinto da
carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises. Desde
entdo, o rebanho bovino representa a partir da cadeia produtiva de carne e leite
um valor bruto estimado em R$ 67 bilhdes (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2013). Nesse contexto, as doencas infecciosas relacionadas principalmente com
a reprodugdo animal podem condenar matrizes e interferir na manutencéo e
expansao de industrias que dependem de produtos carneos e lacteos, o que
confere danos de importancia econémica para o pais.

N. caninum foi inicialmente relacionado a abortos bovinos na década de
1990 e, desde entdo, tem despertado interesse de pesquisadores ao redor do
mundo por sua eficiéncia em transferir-se para o embrido, bem como por sua
capacidade de induzir perdas reprodutivas. Estima-se que o parasito é capaz de
infectar os fetos em 95% das gestagdes em que as vacas eram previamente
soropositivas (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007). Em estudo
realizado por Barling et al., 2000, a neosporose também foi relacionada com a
perda de aproximadamente 7,5 Kg do peso corpéreo na idade de abate em
animais sorologicamente positivos, fato este que evidencia as perdas econémicas
para o setor.

Reichel et al., 2013, avaliando a soroprevaléncia em 10 paises a partir de
levantamento bibliograficos, observou que as infecgbes por N. caninum sé&o
encontrados em sua maioria em bovinos de leite quando comparado com bovinos
de corte. Contudo, o estudo associou o maior risco de aborto em bovinos de corte
se comparado com as racgas destinadas a producao de leite. Reunindo a este fato,
conforme descri¢cdo classica, bovinos infectados com N. caninum possuem mais
chances de aborto que animais ndo infectados (INNES et al., 2005; WESTON et al.,
2005).
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A resposta imunitaria materna € também um importante determinante da
propagacdo de parasitas e transmissdo da neosporose (INNES et al., 2005).
Entretanto, apesar de ser possivel encontrar anticorpos especificos a N. caninum
em infec¢des naturais e experimentais, as informagdes sobre diferentes marcadores
humorais de fase da doenga ainda sao incipientes.

Os antigenos de N. caninum com valor para o diagnéstico da neosporose
tém sido estudados ha quase 20 anos (BJERKAS et al.,, 1994). Ensaios de
immunoblot revelam quatro componentes imunodominantes com potenciais para
o diagndstico da neosporose, apresentando pesos moleculares aparentes de 17,
29, 30 e 37 kDa (BJERKAS et al., 1994). Em trabalho do nosso grupo, a fragao 17
e 29-32 kDa do antigeno soluvel de N. caninum (NLA) apresentaram potencial
imunodominante para o diagndstico da neosporose canina (SILVA et al., 2007).
Contudo, apesar destas fragdes antigénicas apresentarem potencial
imunodominante para o diagndstico da neosporose, elas ndo favorecem a
identificacdo da fase aguda, crbnica ou de recrudescéncia em que o animal se
encontra. Assim, o entendimento sobre o papel de diferentes proteinas antigénicas
especificas do parasito e de seus reconhecimentos em imunoensaios por distintas
classes de imunoglobulinas podem ser util para desenvolvimento de candidatos a
marcadores diagnosticos eficazes e de vacinas para neosporose bovina.

Neste contexto, o presente capitulo propds fornecer informagdes para
suprir a real necessidade por insumos capazes de diagnosticar a neosporose
bovina com altos indices de valores preditivos positivo e negativo, bem como sua
potencial utilizacdo na avaliagao de medidas de profilaxia e controle da infeccéo

vertical por N. caninum em bovinos.
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I1.2. Objetivos especificos

O capitulo Il desse trabalho teve como objetivos especificos:

- Caracterizar o perfil cinético de produgao de anticorpos durante infec¢ao
experimental de bovinos com N. caninum;

- Comparar o perfil de reconhecimento entre a producdo de anticorpos
especificos para diferentes extratos antigénicos de N. caninum;

- Determinar, por immunoblot, fragdes proteicas que representem os
principais determinantes de fase da doenca, mediante analise temporal de
amostras de soro de animais experimentalmente infectados;

- Delinear um fluxograma de interpretacdo de possiveis resultados
sorologicos com objetivo de facilitar a interpretacao de possiveis marcadores da

neosporose bovina.
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11.3. Material e Métodos

11.3.1. Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados seis bovinos
machos, mesticos (Pardo sui¢co, Holandés e Simental), com idade média inicial
entre sete e nove meses, e sorologicamente negativos para N. caninum. Estes
animais foram mantidos na Fazenda Experimental do Gléria da Universidade
Federal de Uberlandia sob condigbes sanitarias, nutricionais e de manejo
adotadas pela fazenda. Os animais foram divididos em dois grupos de trés
animais: um grupo infectado por via subcutanea na base do pescoco, no antimero
direito do animal, com 1,5 x 102 taquizoitos viaveis de N. caninum no dia zero.
Outro grupo inoculado com PBS foi considerado como grupo controle. Durante o
modelo de infeccdo experimental, foram realizadas duas infeccdes, uma no dia
zero, outra no dia 276 apos a primeira infecgao. Coletas periddicas de sangue de
todos os animais foram coletadas para realizagao de ensaios soroldgicos visando
avaliar o perfil de reconhecimento antigénico destes animais. Os experimentos
foram conduzidos seguindo as normas recomendadas e apds aprovagao pelo
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia (Protocolo No. 52/2012).

I1.3.2. Manutencéao e obtengao de parasitos

Parasitos do isolado Nc-1 (DUBEY et al.,, 1988) de N. caninum foram
mantidos em cultura celular utilizando linhagem HeLa (ATCC No. CCL-2). As células
foram cultivadas em frascos de cultura celular de 25 cm? em meio RPMI 1640
(Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado com 25 mM de HEPES, 100 U/mL de
penicilina G, 100 ug/mL de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de
bicarbonato de sédio (Sigma Chemical Co., St Louis, EUA) e 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) em atmosfera de 5% CO, a 37 °C até
atingirem a confluéncia. Em seguida, as células foram infectadas com taquizoitos de
Nc-1 e mantidas por passagens seriadas em meio RPMI sem adicdo de SFB, em

intervalos de 48 a 72 horas. Parasitos presentes no meio de cultura celular foram
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parcialmente purificados por passagem forgada através de agulha 25x7 mm e
centrifugagdo rapida (45 x g, 1 minuto, 4 °C). O sobrenadante foi coletado e
centrifugado (720 x g, 10 minutos, 4 °C) para a obtengdo dos parasitos e posterior

utilizacdo em infecgéo experimental ou preparagéo de antigenos.

11.3.3. Preparacao de antigenos de N. caninum

1.3.3.1. Antigeno total de N. caninum

Taquizoitos de N. caninum foram ressuspensos em solugdo salina
tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2), tratados com inibidores de
proteases (Roche) e submetidos a dez ciclos rapidos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37 °C, seguido por ciclos
(30 segundos on; 20 segundos off, 12 W, 30 kHz e amplitude de 90%) de ultrassom
durante 5 minutos em banho de gelo. Em seguida a concentragao proteica da
preparacdo de antigenos totais foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD et al., 1976) e aliquotas do antigeno total foram armazenadas a —20

°C até sua utilizagéo.

11.3.3.2. Antigeno soluvel de N. caninum (NLA)

Antigeno soluvel de N. caninum (NLA) foi preparado como descrito
anteriormente (SILVA et al.,, 2007), com algumas modificagbes. Os parasitos
ressuspensos em PBS foram tratados com inibidores de proteases (Roche) e
submetidos a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria a 37 °C, seguido por ciclos (30 segundos on; 20
segundos off, 12 W, 30 kHz e amplitude de 90%) de ultrassom durante 5 minuto em
banho de gelo. Apds centrifugagdo (10.000 x g, 30 minutos, 4 °C), o sobrenadante
foi coletado e a concentracdo proteica determinada pelo método de Bradford.
Aliquotas do antigeno NLA foram armazenadas a —20 °C até sua utilizagdo nos

experimentos.
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11.3.3.3 Antigenos secretado-excretado de N. caninum (NCESA)

Células Hela foram infectadas com taquizoitos de Nc-1 e mantidas em meio
RPMI sem adi¢cdo de SFB. Apds 72 horas de infecgdo o sobrenadante de cultura
contendo as proteinas secretadas/excretadas do parasito foi coletado, centrifugado
(10.000 x g, 30 minutos, 4 °C), e posteriormente concentrado em sacarose. A
concentragao proteica do antigeno foi determinada por Bradford e aliquotas de

NcESA foram armazenadas a —20°C até serem utilizadas nos procedimentos.

I.3.4. Ensaio Imunoenzimatico indireto para IgG anti-N. caninum

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para detectar anticorpos
em amostras de bovinos infectados experimentalmente com N. caninum, conforme
Silva et al., 2007, com algumas modificagbes. A otimizacdo de cada reagado foi
estabelecida em experimentos preliminares por meio da titulagdo em bloco dos
reagentes, utilizando soros controles positivos e negativos para N. caninum. Placas
de microtitulacdo de baixa afinidade para IgG e de alta afinidade para IgG1, 19G2,
IgM e IgA foram sensibilizadas com 10 pg/ml de NLA ou NcESA em tampao
carbonato/bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4 °C. Em seguida, as placas
foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e os sitios
inespecificos bloqueados com leite em p6 desnatado a 5% em PBST (PBSTM) para
IgG, 19G1 e 1IgG2 e BSA 2% em PBST para IgM e IgA por 1 hora em temperatura
ambiente. Apés novas lavagens, as amostras de soros foram adicionadas em
duplicata para detecgao de IgG, IgG1 e IgG2 (1:200) em PBSTM 5% e para a
detecgao de IgM (1:100) e IgA (1:50) em PBST EDTA-EGTA 7,5 mM pH 6,3. Apés
incubacgéo por 1 hora a 37 °C, as placas foram novamente lavadas e incubadas com
os anticorpos secundarios espécie especificos, marcados com peroxidase: IgG de
coelho anti-lgG de bovino (1:20000; Sigma Chemical Co. LLC.), IgG de ovelha anti-
IgG1 de bovino (1:2000; AbD Serotec), IgG de ovelha anti-IgG2 de bovino (1:2000;
AbD Serotec), diluidos em PBTM 1%, e IgG de ovelha anti-lgM de bovino (1:10000;
AbD Serotec) ou IgG de ovelha anti-IgA de bovino (1:2000; AbD Serotec), em PBST
EDTA-EGTA 7,5 mM pH 6,3, por uma hora a 37°C. Em seguida, um ciclo final de

lavagens, as placas foram reveladas pela adigdo do substrato enzimatico (0.03%
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H202 e 0,01M 2,2’-azino-bis-(acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfonico)) (ABTS; KPL).
Apds incubagédo em temperatura ambiente, a densidade 6ptica (DO) foi determinada
em leitor de placas a 405 nm. O cut off de cada reacao foi determinado pela média
dos valores de DO dos soros controles negativos acrescido de trés desvios padroes.
Os titulos de anticorpos foram expressos arbitrariamente em indice ELISA (IE), de
acordo com a seguinte formula: IE = DO amostra / DO cut off, como descrito
anteriormente por Silva et al., 2002). Valores de IE > 1,2 foram considerados

positivos.
1.3.5. ELISA avidez para IgG anti-N. caninum

ELISA-avidez para anticorpos IgG anti-N.caninum em amostras de soros de
bovinos foi realizado como descrito para ELISA indireto convencional, com
pequenas modificagbes (MARCOLINO et al.,, 2000). As amostras de soros foram
adicionadas em duas duplicata na diluicdo seriada de 1:200 a 1:1600 em PBS-TM
por 1 hora a 37°C. Apds trés lavagem com PBS-T, uma das duplicatas foi submetida
a lavagem com PBST e a outra proveniente do mesmo soro foi lavada de forma
diferencial com PBST ureia a 6 M por 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, todos os pocos foram lavados por seis vezes com PBST e incubados com
IgG de coelho anti-IgG de bovino conforme descrito em 11.3.3. As reagbes foram
reveladas como descrito para ELISA indireto convencional e os resultados
expressos em indice Avidez (IA) calculado como a raz&o entre os valores de IE
obtidos das amostras tratadas com ureia (U*) e as amostras n&o tratadas (U),
seguindo a formula: 1A (%) = [IE (U")/ IE (U")] X 100.

11.3.6. Avaliagao de Parasitismo

Ensaios de parasitismo celular foram realizados para avaliar o papel de
anticorpos obtidos durante infeccdo bovina por N. caninum na proliferacdo de
taquizoitos in vitro. Placas de 24 pocos foram plagueadas com 1.10° células Hela
ATCC (ATCC CCL-2) e cultivadas em meio RPMI suplementado com 2% de soro
bovino proveniente dos animais infectado experimentalmente ou com soro de

animais Naive durante todo o periodo de cultura celular. Apds atingirem confluéncia,
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células HeLa foram infectadas com 10° taquizoitos de N. caninum. A cada 24 horas
0 meio de cultura suplementado foi trocado e o perfil de lise celular avaliado.
Posteriormente, os pogos foram fixados com Metanol e corados com Solugao Cristal
Violeta 0,01%.

1.3.7. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Os antigenos de N. caninum foram fracionados em sistema unidimensional
como descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970). Os géis de poliacrilamida nas
concentragdes de 12% foram montados em placas do sistema de eletroforese
SE250 (Amersham-Pharmacia Biothec, UK) de dimensbes 8 x 10 x 0,075 cm.
Antigenos de N. caninum solubilizados em SDS foram aquecidas a 95 °C por 5
minutos e aplicadas ao gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). As
proteinas foram eletroforeticamente separadas utilizando uma corrente de 25 mA.
Apobs a corrida, os géis foram corados com solugdo de Coomassie (Coomassie
brilhant blue R-250 dissolvido em metanol 50% e acido acético 10%) e mantidos em
acido acético 7% até a digitalizagdo das imagens. Alternativamente, os antigenos
resolvidos em SDS-PAGE 1D foram eletrotransferidos para membranas de

nitrocelulose como descrito a seguir.
11.3.8. Immunoblot

Os antigenos separados em SDS-PAGE foram eletrotransferidos para
membranas de nitrocelulose como descrito anteriormente (TOWBIN et al., 1979).
Para o immunoblot, membranas de nitrocelulose cortadas em tiras de 3-4 mm foram
bloqueadas com solucdo PBS Tween 20 0,05% suplementada com leite desnatado
5% durante duas horas a temperatura ambiente. Apds este periodo, as membranas
foram incubadas com amostras de soro bovino (1:100) por periodo de 1 hora a 37
°C. A seguir, a deteccdo da ligagdo dos anticorpos primarios aos antigenos
imobilizados em nitrocelulose foi realizada pela subsequente incubagdo das
membranas com os anticorpos secundarios espécie especificos, marcados com
peroxidase: 1gG de coelho anti-IgG de bovino (1:20000; Sigma Chemical Co.), 1gG
de ovelha anti-lgG1 de bovino (1:2000; AbD Serotec), IgG de ovelha anti-IgG2 de
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bovino (1:2000; AbD Serotec), IgG de ovelha anti-IgM de bovino (1:10000; AbD
Serotec) ou IgG de ovelha anti-lIgA de bovino (1:1000; AbD Serotec).
Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas em PBS Tween 20 0,05%
e reveladas com 3,3’diaminobenzidina (Life Technologies Corporation) como

descrito pelo fabricante.
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11.4. Resultados

De forma geral, a infeccdo experimental de bovinos com alta dose
subcutanea de taquizoitos induziu a soroconversdo nos animais testados, sendo
que a reinfeccdo — apds 276 dias da primo-infeccdo — induziu um incremento
significativo dos anticorpos séricos especificos aos diferentes extratos antigénicos
testados de N. caninum. Os bovinos infectados experimentalmente apresentaram
um pico de producéo de IgG, detectavel por ELISA, para NLA e NCESA apods a
primeira coleta venosa ap6s15 dias de infecgdo (Figura I1.1). Durante o decorrer
da infeccdo, os animais apresentaram titulos decrescentes de reatividade apds o
pico inicial de produ¢do, mas com niveis de anticorpos acima do ponto de corte
estabelecido (IE > 1,2) até a reinfecgdo. Apesar dos animais infectados
apresentarem menor variabilidade de reatividade entre o grupo para o ensaio de
reconhecimento de IgG bovina anti-NCESA, estes exibiram positividade média
préximo ao limiar de reatividade em fases tardias da infecgéo (210 a 270 dias pos-
infeccdo). Contudo, apds a reinfecgdo, os animais apresentaram reatividade

semelhante ao reconhecimento do NLA (Figura Il.1A e 1B).
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Figura Il.1. Cinética de sororeatividade de IgG a Neospora caninum em
modelo de infecgao experimental. Niveis de anticorpos IgG total especifico para
antigeno soluvel de N. caninum (NLA) (A) e antigenos secretados-excretados de

N. caninum (NcESA) (B) foram expressos em indices ELISA (IE).

As linhas

pontilhadas representam o limiar de reatividade para cada reagéo (IE>1,2). A
barra vertical verde representa o momento da segunda infecgdo com N. caninum
no modelo de infecgcdo experimental bovino.
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Os animais infectados também apresentaram padroes distintos de
reconhecimento para subclasses de IgG entre NCESA e NLA. Em nossos
resultados, encontramos maior producéo das subclasses IgG1 (Figura 11.2) e IgG2
(Figura 11.3) especificas para NLA com maior intensidade quando comparado ao
NcESA. Contudo, indices de reatividade foram semelhantes para IgG1 entre os
antigenos apos reinfecgao (Figura 1.2 e 11.3).

Quando avaliado o perfil sorolégico dominante entre as subclasses IgG1 e
IgG2, também encontramos um perfil distinto de reatividade entre os antigenos,
com predominio durante a infecgdo do perfil de IgG2 sobre o IgG1, especifico
para NLA (Figura 11.4). O predominio de 1gG2/IgG1 possuiu maior intensidade no
inicio da infecgao, apresentando valores decrescentes entre as subclasses com o
decorrer da infecgao até as fases mais tardias (210-270 dias pos-infec¢ao), onde
os indices entre subclasses foram semelhantes. Ja a reatividade de subclasses
para NCESA nado revelou predominio de IgG1 ou IgG2 durante a infecgao
primaria. Contudo, pode ser observado um leve predominio de IgG1 sobre 1gG2
entre 240 a 270 dias péds-infeccdo. Ja na reinfecgao, pode ser notado o
predominio de 1gG2 sobre IgG1 para ambas as fragdes, entretanto a razédo entre
as subclasses ainda apresentou niveis inferiores de reconhecimento para NCESA,
quando comparado aos encontrados para NLA. De forma geral, os niveis de
reatividade de 1gG, IgG1 e IgG2 foram maiores para NLA, se comparados ao
NcESA. Adicionalmente, durante todo o periodo experimental os animais
controles ndo apresentaram qualquer reconhecimento das fragcdes provenientes
de N. caninum, por nenhuma das subclasses de anticorpos testadas (Figura II.1.
1.2 e 11.3).
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Figura I.2. Cinética de sororeatividade de IgG1 a Neospora caninum em
modelo de infec¢cao experimental. Niveis de anticorpos IgG1 especifico para
antigeno soluvel de N. caninum (NLA) (A) e antigenos secretados-excretados de

N. caninum (NcESA) (B) foram expressos em indices ELISA (IE).

As linhas

pontilhadas representam o limiar de reatividade para cada reacao (IE>1,2). A
barra vertical verde representa 0 momento da segunda infec¢do com N. caninum
no modelo de infecgcao experimental bovino.
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Figura I.3. Cinética de sororeatividade de IgG2 a Neospora caninum em
modelo de infec¢cao experimental. Niveis de anticorpos IgG2 especifico para
antigeno soluvel de N. caninum (NLA) (A) e antigenos secretados-excretados de

N. caninum (NcESA) (B) foram expressos em indices ELISA (IE).

As linhas

pontilhadas representam o limiar de reatividade para cada reacao (IE>1,2). A
barra vertical verde representa o momento da segunda infecgdo com N. caninum
no modelo de infecgcao experimental bovino.
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Figura 11.4. Perfil de reatividade sorolégica entre IgG1 e IgG2 especifico a
Neospora caninum em modelo de infecgdo experimental. Razdo 19G2/1gG1
foram realizadas entre indices ELISAs provenientes de anticorpos especificos a
antigeno soluvel de N. caninum (NLA) e antigenos secretados-excretados de N.
caninum (NcESA). A linha pontilhadas representa o limiar de igualdade para a
reatividade entre 1gG2 e IgG1 (IgG2/1lgG1 = 1). A barra vertical vermelha
representa o momento da segunda infeccdo com N. caninum no modelo de
infecgao experimental bovino.
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Para avaliagdo do processo de maturagdo da avidez dos anticorpos 1gG
durante a infeccdo experimental, realizamos ensaios de ELISA frente a NLA e
NCESA. Apesar das amostras de soro provenientes dos animais infectados
apresentarem maior reatividade ao NLA, ambos apresentaram perfil de maturagao
de avidez de IgG semelhante. Ambos apresentaram baixa avidez com 15 dias
pos-infecgdo. Entretanto pode ser observado rapida maturagdo de IgG, sendo
encontrado avidez média (50 a 70%) entre 30 e 120 dias po6s-infecgao e IgGs de

alta avidez foram encontrados apés 150 dias de infecgao (Figura I1.5).
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Figura I1I.5. Maturagdo da avidez de IgG em bovinos infectados
experimentalmente com N. caninum. Avidez média de IgG foi obtida através da
reatividade dos trés bovinos infectados frente a antigeno soluvel de N. caninum
(NLA) e antigenos secretados-excretados de N. caninum (NCESA) durante 360
dias. As linhas horizontais representam a distingao entres os diferentes niveis de
avidez de IgG.
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Os animais experimentalmente infectados apresentaram maior
variabilidade na produgéo de anticorpos IgM e IgA especificos, se comparados a
IgG. Apesar de ser observado um pico de IgM em fase aguda e apds a
reinfec¢do, IgM néo pdde ser associado com fase aguda da infecgdo. Este fato
pode ser justificado por inesperadamente ser encontrado um pico de IgM entre
150 a 240 dias pds-infeccdo com reatividade ao NLA e NcESA (Figura 11.6).

Observamos a presenga de IgA especifica apdés 15 dias pos infecgao,
mantendo niveis aproximadamente constantes até 150 dias, onde acompanhando
os niveis de IgM, ocorreu leve aumento dos niveis de reatividade para NLA e
NCESA durante a fase tardia da infeccdo. Semelhante a IgM, foi notado maior
reatividade para o NcESA apds a reinfeccdo quando comparado no mesmo
momento para NLA (Figura 11.7).

Adicionalmente, pode ser observado que os anticorpos presentes em soro
dos bovinos infectados experimentalmente possuem potencial para inibicdo da
proliferacdo de taquizoitos de N. caninum em ensaio de cultura celular in vitro
(Figura 11.8).
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Figura 11.6. Cinética de sororeatividade de IgM a Neospora caninum em
modelo de infeccao experimental. Niveis de anticorpos IgM para antigeno
soluvel de N. caninum (NLA) (A) e antigenos secretados-excretados de N.
caninum (NcESA) (B) foram expressos em indices ELISA (IE). Linhas pontilhadas
representam o limiar de reatividade para cada reacédo (IE>1,2). A barra vertical
verde representa o momento da segunda infec¢do com N. caninum no modelo de
infecgao experimental bovino.
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Figura Il.7. Cinética de sororeatividade de IgA a Neospora caninum em
modelo de infecgdo experimental. Niveis de anticorpos IgA para antigeno
soluvel de N. caninum (NLA) (A) e antigenos secretados-excretados de N.
caninum (NcESA) (B) foram expressos em indices ELISA (IE). Linhas pontilhadas
representam o limiar de reatividade para cada reacédo (IE>1,2). A barra vertical
verde representa o momento da segunda infec¢ado com N. caninum no modelo de
infecgao experimental bovino.
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Figura I1.8. Cinética de proliferagcao de taquizoitos de Neospora caninum.
Celulas Hela infectadas com N. caninum e cultivadas com soro de animais naive
ou infectados com N. caninum foram coradas com Solugéo Cristal Violeta 0,01%.
Auséncia de coloracado indica a presenca de lise celular por proliferacdo de
taquizoitos.
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Com o intuito de avaliar o perfil de reconhecimento antigénico durante o
periodo de infecgao por N. caninum em bovino, foram realizados immunoblot para
cada amostra sorologica utilizando antigeno soluvel de N. caninum (NLA) (Figura
[1.9), antigenos totais de N. caninum (Nc Total) (Figura 11.10) e antigenos
secretados-excretados de N. caninum (NcESA) (Figura 11.11). Pode ser observado
um reconhecimento de bandas de 29 e 36 kDa como fragdes imunodominantes
do NLA para IgG, IgG1 e IgG2. Nao foram encontradas distingbes de
reconhecimento entre IgG1 e IgG2, sendo as bandas 59-60, 80 e 110 kDa do NLA
reconhecidas por ambos isotipos apds reinfecgdo. IgM reconheceu de forma
imunodominante as fracdes de 29 e 36 kDa até 135 dias pods-infecgdo. Essas
fragbes passaram a ndo serem reconhecidas apos esse periodo, mas voltaram a
ser identificadas por IgM no periodo pds-reinfecgao. Semelhante ao ELISA, houve
reconhecimento do NLA por IgA durante todo periodo de infecgdo analisada.
Bandas de alto peso molecular (80, 97 e 110 kDa) e de 37 e 50-52 kDa foram
reconhecidas por IgA durante todo o periodo de infecgao. A fragdo de 29 kDa foi
reconhecida fracamente até 120 dias de infecgdo. Apds a reinfecgdo, pode ser

observado marcacéo da banda de 32 kDa por IgA.
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Figura 11.9. Reconhecimento de Antigenos soluvel de N. caninum (NLA)
imunodominantes mediante infeccao experimental de bovinos. O
reconhecimento de cada subclasse de imunoglobulina é indicado na parte
superior de cada figura.
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As fracbes de 40, 42 e 50 kDa do antigeno total de N. caninum
apresentam-se com reconhecimento por IgG de forma imunodominante (Figura
[1.10). De modo semelhante a fracdo 42 e 50 foram reconhecida por IgM, 1gG1 e
IgG2 durante o periodo de infecgdo. A IgA demonstrou reconhecer a banda de 50
kDa como imunodominante durante a infecgdo. I1gG1 e IgG2 anti-Nc Total
apresentaram um perfil de reconhecimento similar, com distingcdo nas fracées de
34 e 37 kDa que apresentaram maior intensidade de marcagéo para IgG2 quando
comparado a IgG1. Adicionalmente, o reconhecimento das fracées de 15 e 24
kDa por IgG e 24 e 28 kDa por IgA foram observados mediante reinfecgéo.

Os antigenos secretados-excretados (Figura 11.11) com pesos moleculares
de 29, 30, 34, 36, 40 e 50 kDa foram reconhecidos por IgG de forma
imunodominante durante todo o periodo de infecgdo. Sendo as bandas de 30 e 36
kDa reconhecidas por IgM de forma semelhante a IgG até 160 dias e logo apés
reinfec¢cdo. As bandas 30 e 36 kDa apresentaram fraco reconhecimento por IgG1
durante a infecgdo. Contudo essas fragdes apresentaram forte reconhecimento
por IgG1, semelhante ao I1gG2 e IgM apdés o periodo de reinfecgao.
Adicionalmente, a banda de 32 kDa apresentou reconhecimento apenas apds a
reinfeccéo por IgG1. IgA reconheceu como imunodominante a banda de 60 kDa
durante toda infeccdo. As fragdes 80 e 110 kDa também puderam ser
visualizadas durante a infeccdo pelo reconhecimento por IgA, mas com fraca
marcacgao.

Adicionalmente, com o objetivo de facilitar a interpretagcdo de possiveis
marcadores da neosporose bovina durante a rotina laboratorial, delineamos a
partir dos nossos resultados um fluxograma de interpretagcao de possiveis ensaios
sorolégicos (Figura 11.12).
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Figura 1.10. Reconhecimento de Antigenos Total de N. caninum (Nc Total)
imunodominantes mediante infeccao experimental de bovinos. O
reconhecimento de cada subclasse de imunoglobulina é indicado na parte
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11.5. Discussao

Distintas técnicas convencionais, como imunofluorescéncia indireta e
ELISA, sado utilizadas rotineiramente em inquéritos epidemiologicos e diagndsticos
para pesquisa de anticorpos especificos para N. caninum (AGUADO-MARTINEZ
et al., 2005). Entretanto, poucos séo os estudos que caracterizam o perfil de
subtipos de imunoglobulinas por um longo periodo de infecgdo e os relacionam
com fase aguda, crénica e de recrudescéncia.

Na vida animal, a presenga de anticorpos especificos para N. caninum
pode ser considerado como indicativo de infeccdo. Estes anticorpos podem
permanecer em altos titulos por elevado tempo ou sofrer flutuagdes durante a
gestagdo (BJORKMAN et al., 1999). Estudo utilizando touros infectados com N.
caninum (cepa Nc-1) observou pico de sororeatividade por IgM, IgG, 1gG1 e IgG2
desde os 7 dias de infeccdo. Contudo, vale salientar que os niveis de IgM
apresentaram baixa reatividade durante todo o periodo de infecgao e IgG e IgG1
foram encontrados com titulos médios decrescentes ate 91 dias de infecgao onde
foi realizado a ultima coleta de soro (FERRE et al., 2008).

Apesar de diferentes estudos demonstrarem que a produgdo de 1gG2
especificos para N. caninum é encontrado em maior indice que 1gG1 (FERRE et
al., 2005; MOORE et al., 2011), estudo realizado por Adrianorive et al., 2001,
revelou a presenca da possibilidade de trés perfis de producéo de anticorpos: um
perfil com niveis de IgG2 predominante, um com niveis equivalentes entre IgG1 e
IgG2 e outro com predominio de IgG1. Em nossas analises, encontramos 0s
perfis de subclasses dependentes do antigeno utilizado no ensaio soroldgico,
sendo encontrado maior variabilidade para o NLA do que os antigenos
secretados-excretados. Adicionalmente, em nossos estudos pode ser observado
um predominio de IgG2 durante a reinfecg¢édo independente do antigeno utilizado
no imunoensaio.

Infecgbes experimentais em fémeas gestantes revelaram que os animais
demoraram 21 dias para produzirem anticorpos IgG antigenos-especificos.
Contudo, estes animais demoraram apenas sete dias para produzirem anticorpos
apos reinfeccdo (BARTLEY et al.,, 2004). Adicionalmente, foram observados

anticorpos IgM e IgG nos fetos de méaes primo-infectadas e reinfectadas
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(BARTLEY et al.,, 2004). Este fato sugere que a resposta imunoldgica formada
durante a primeira infeccdo nao é suficiente para um efeito protetor da
neosporose congénita em casos de reinfecgao.

Os testes imunoenzimaticos também tém sido uteis em estudos
epidemiologicos para discriminagdo entre abortos provenientes de infecgdo pos-
natal recente, onde a maioria dos animais apresentam anticorpos de baixa avidez,
e abortos endémicos associados a recrudescéncia de animais portadores de
infeccdo crbnica, onde os animais apresentam anticorpos de elevada avidez.
Entretanto, ainda existem incertezas nestes casos sobre potencialidades desses
testes para a classificacdo de uma possivel reinfeccdo de uma recrudescéncia em
um animal com infecgao crénica (AGUADO-MARTINEZ et al., 2005).

O indice avidez em amostra de soro de animais com presencga de abortos
geralmente s&o expressos em valores menores que os de animais sem problemas
de abortos (BJORKMAN et al., 1999). A Avidez de IgG em soros coletados de
bovinos apresentaram um significativo aumento da avidez em amostras coletadas
semanas a meses apos o aborto (SANGER et al., 2003). McAllister et al., 2000,
encontrou apos 14 a 85 dias pds-surto de abortos elevagao da avidez da IgG. Em
outro estudo, um ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando o antigeno de
superficie p38 (NcSRS2) de N. caninum observou que soros de bovinos
infectados por via intravenosa apresentou |A p38-especifico variando de
inicialmente 20 a 40% até 50 e 80% apdés 23 e 91 dias pods-infecgao,
respectivamente. Nesse estudo, a presenca de |IA baixos p38-especifico foram
associados com abortos (SCHARES et al., 2002). Estes achados indicam que a
presenca de anticorpos de baixa avidez esta diretamente associado com um
indicador de risco de aborto.

AGUARDO-MARTINEZ et al.,, 2005 em estudo para diferenciar fase da
neosporose determinou que o ELISA avidez foi capaz de distinguir infecgdo
primaria de infec¢do cronica. Contudo, ELISA ou immunoblot avidez ndo permitiu
a discriminagao dos casos de reinfecgdo ou recrudescéncia de infecgao cronica.
Contudo foram encontrados baixos |IA para as fragdes de 17, 34-35, 36-37 e 60-
62 kDa com 4 semana de infeccdo. indices de alta avidez foram encontrados para

estas fracdes apds a 20° semana.
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Bjorkman et al., 1999, em estudos com bovinos infectados
experimentalmente com cepas Nc-SweB1 ou Nc-1 sugerem que |IA<35% pode ser
um indicador de bovinos com infec¢gdo aguda e IA>50% foram encontrados nos
animais com maior ou igual oito semanas de infecgdo. Entretanto, devido a
possivel variagdo do IA individual entre os animais, os autores sugerem que
analises pareadas de soros coletados em diferentes periodos poderdo mensurar
de forma mais confiavel a fase de infecgdo com N. caninum. Adicionalmente,
nesse estudo pode ser observado que no modelo experimental de infecgao,
independente da cepa utilizada (Nc-SweB1 ou Nc-1), da dose (10° ou 102, em
dose individual ou por trés dias consecutivos) e da via de infecgdo (subcutanea ou
intravenosa), os animais apresentaram similaridade nos valores de avidez para
IgG presente no soros dos animais. Este fato potencializa a transposicdo dos
dados encontrados no estudo experimental para comparacdo dos achados de
soros animais provenientes do campo com via de infeccdo desconhecida.

Em nossos estudos encontramos IA proximos a 50% desde quatro
semanas de infecgdo. Esses achados sustentam a ideia que IA < 50% séo
encontrados em fase iniciais da neosporose bovina. Contudo, devido a rapida
maturacdo da IgG sugerimos a coleta seriada de soro para avaliagao dos titulos
de reatividade ou diagnostico laboratorial utilizando antigenos com melhor
potencial de distingdo na maturacdo da avidez de IgG em diferentes fases da
doenca.

Poucos estudos de imunoproteomicas séo realizados para identificagao de
proteinas de N. caninum. Shin, Lee e Jung, 2005, avaliando o perfil de
reconhecimento em antigeno total de N. caninum, observaram distintos perfis de
proteinas imunodominantes por IgM (29, 33, 37,46, 49, 55, 69, 72, 79, 103 kDa) ,
IgG (33, 37, 46, 55,75, 79 kDa), IgE (30, 41, 46, 61,69 kDa) e IgA (63 e 72 kDa).
Ja outro estudo mais detalhado realizado por Shin et al., 2004, com objetivo de
identificar os antigenos de N. caninum reconhecidos por diferentes
imunoglobulina de bovinos, 132, 84, 4, e 40 spots proteicos foram identificados
por IgM, IgE, IgA e IgG respectivamente. Dentre as proteinas reconhecidas por
IgM foram identificadas a cadeia-p§ da tubulina (54,3 kDa), frutose-1,6-bisfosfatase
(41,47 kDa) e a proteina GRA2 (28,8 kDa). Ja as proteinas HSP70 (69,2 kDa),
piruvato quinase (61,3 kDa), cadeia-a da tubulina (56,1 kDa), actina (45,6-45,9
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kDa), proteina ribossomal S2 (40,9-41,2 kDa), e NCDG-1 (32,9-33,4 kDa) foram
reconhecidas por IgM e IgG. Por outro lado a proteina NTPase (64,1 kDa), HSP60
(61,5 kDa), cadeia-a da tubulina, proteina putativa disulfeto isomerase (53,7 kDa),
enolase (53,7 kDa), lactato desidrogenase (40,4 kDa), serina-treonina fosfatase
(37,9 kDa) e proteina homologa 14-3-3 (35,3 kDa) foram identificadas por IgM e
IgE. A IgA detectou apenas 4 spots sendo um deles a HSP70. Entretanto, estes
etudos nao relacionam as proteinas identificadas com o perfil de reconhecimento
sorologico em distintas fases da doencga.

A proteina dissulfeto isomerase de N. caninum (NcPDI; 50kDa), presente
no antigeno total do parasito, € uma chaperona com importante papel no
enovelamento de proteinas presentes no reticulo endoplasmatico. Com o objetivo
de determinar se IgA presentes em mucosas poderiam reconhecer a NcPDI, Liao
et al., 2006, revelou que IgA em lagrimas de 58% (30/52) de bovinos foi capaz de
reconhecer a NcPDI recombinante e nativa em amostras de lisado parasitario por
immunoblot. Em nossos resultados, as fragdes de 50 kDa presentes em NLA e Nc
Total foram encontradas como imunodominante durante todo o periodo de
infeccdo por IgA. Esses, dados sugerem que a fracdo de 50 kDa pode ser
utilizado como proteina imunodominante para diagndstico da neosporose a partir
da utilizagdo de amostras soroldgicas ou provenientes de mucosa. Contudo,
aparentemente o reconhecimento da fracido de 50 kDa nao produz a informacéao
sobre em qual fase da doenga os animais soropositivos se encontram.

Apesar de nossos estudos terem revelados distintos padrées de
reconhecimento nas fragdes antigénicas estudadas, estudos complementares
para identificagdo da proteinas com potencial do diagndstico diferencial na

neosporose se tornam necessarios.
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3. Discussao Geral

Divergéncias entre os resultados de distintos imunoensaios proveniente de
diferentes grupos de pesquisas sdo encontrados dependendo do cut off
estabelecido para cada reacdo. Limiar de reatividade este estabelecido por
parametros locais dependentes do ambiente e de materiais de consumo
disponiveis nos laboratérios. Devido aos conflitos de resultados presentes entre
diferentes laboratorios e muitas vezes discordantes entre ELISA e IFAT,
recomenda-se a utilizagdo de uma terceira técnica, como o immunoblot, com
potencialidade de distingdo dos resultados entre positivos e negativos.

Em experimentos prévios do nosso grupo, com o objetivo de avaliar
antigenos de N. caninum reconhecidos por soros de caes infectados, trés bandas
de NLA foram consideradas imunodominantes (17, 29-32, 35-37 kDa) e 86% dos
soros com positividade concordantes entre IFAT e ELISA reconheceram pelo
menos dois desses antigenos (29-32 e 35-37 kDa). Ja os soros com resultados
discordantes, onde apresentaram positividade para ELISA ou IFAT apenas,
reconheceram as bandas de 35-37 kDa. Estes resultados indicam que
divergéncias de reatividade sorologica obtidas nos imunoensaios nao sao
dependentes apenas da sensibilidade e especificidade de cada técnica, mas da
relagao destes com a diversidade de anticorpos produzidos por cada animal.

Devido o numero de hospedeiros comuns na natureza para N. caninum e
T. gondii e da proximidade filogenética entre estes protozoarios, o diagndstico
sorolégico de animais coparasitados ou animais infectados por unico parasito
podem ser comprometidos pela presenca da reatividade cruzada. Diversos sao os
trabalhos soroepidemiolégicos que expressam distintos perfis de infecgéo
dependentes, do local de coleta e do ensaio utilizado. Em caninos, por exemplo,
observam-se soropositividades variaveis para anticorpos anti-T. gondii e anti-N.
caninum por meio de teste de imunofluorescéncia indireta (ROMANELLI et al.,
2007; FIGUEREDO et al., 2008; YILDIZ et al., 2009; VALADAS et al., 2010;
MINERVINO et al., 2012). Valadas et al., 2010, demonstraram soropositividade de
69,8% para anticorpos anti-T. gondii e 12,4% para anticorpos anti-N. caninum, ja
Romanelli et al. (2007) apontaram positividade de 29,1% para anticorpos anti-N.

caninum e 20,8% para anticorpos anti-T. gondii.
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Em caprinos, Moraes et al. (2011) encontraram por IFAT a presenga de
anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii em 17,39% e 3,35%, respectivamente.
Outros trabalhos, apontaram em caprinos maior positividade de IgG anti-T. gondii
do que anti-N. caninum utilizando ELISA (CZOPOWICZ, et al., 2011; GARCIA-
BOCANEGRA et al., 2012).

Silva et al. (2007) revelou por ensaio de inibicdo heterdloga de
reconhecimento de fragbes antigénicas por Immunoblot, que bandas com peso
molecular acima de 40 sdo as que apresentam maior reatividade cruzada e que
os antigenos com peso inferior a 35 kDa sdo espécie especificos. Em nossos
resultados encontramos reatividade cruzada para os antigenos de N. Caninum
com alto peso no NLA (80-110 kDa), para NLA-NcESA com bandas acima de 32
kDa e para bandas acima de 64 kDa do NcCESA. Ja para os antigenos de T. gondii
foram encontradas reatividade cruzada para bandas variando entre 34-50 kDa de
STAg e STAgQ-TgESA e bandas acima de 33-34 kDa para TgESA. Dessa forma
fragbes antigénicas menores que 32 kDa de NLA e abaixo de 60 de NcESA
seriam possiveis candidatos para o diagndsticos da neosporose e fracbes com
peso moleculares abaixo de 33-34 kDa para STAg e TgESA ou superior a 50 kDa
para o STAg-TgESA s&o potenciais para o diagnéstico da toxoplasmose, com
diminuicdo da possibilidade de reatividade cruzada entre os parasitos em
questao.

Embora estudos tenham revelado a potencialidade de infec¢gao natural por
T. gondii (COSTA et al.,, 2011) e de transmissdo congénita em bovinos com
potencialidade de abortos (WIENGCHAROEN et al., 2011) a presenca desse
parasito em bovinos €& pouco encontrado. Panadero et al. (2010) revelaram
positividade de anticorpos anti-N. caninum em 24,1% e anti-T. gondii em 7,3% em
bovinos por meio de testes de aglutinacéo e ELISA. Entretanto, Yildiz et al., 2009,
encontraram maior soroprevaléncia, onde 24,77% (138/557) dos animais
avaliados foram soropositivos para T. gondii. Nesse mesmo estudo foi revelada a
presenca de copositividade de 8% entre N. caninum (ELISA) e T. gondii (Sabin—
Feldman dye test (SFDT)) (YILDIZ et al., 2009). Entretanto, apesar da baixa
soroprevaléncia para T. gondii ser encontrada em bovinos, antigenos com

auséncia de reatividade heterdloga entre N. caninum e T. gondii pode favorecer
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aumento nos valores de especificidade dos possiveis diagnésticos utilizados na
rotina laboratorial.

Em nosso estudo encontramos perfis variaveis de reconhecimento de
bandas imunodominantes no immunoblot dependendo da fragdo antigénica, do
isotipo de imunoglobulina e do tempo de infecgdo experimental em bovinos e
murinos. Em ambos modelos experimentais, soro de bovinos e murinos infectados
com N. caninum reconheceram como imunodominante as bandas 29 e 36 kDa de
NLA. Bandas estas consideradas como imunodominante no reconhecimento
antigénico por soros de ovinos, caninos, murinos e bovinos (HOWE et al., 1998;
ALMEIDA, 2004; SILVA et al., 2007). As bandas de alto peso moleculares no NLA
(80-110 kDa) foram reconhecida por IgA como imunodominante durante a
infeccdo experimental bovina. Contudo estas bandas apresentaram reatividade
cruzada com soro de camundongos infectados com T. gondii. Adicionalmente,
apesar das bandas de alto peso ndo serem reconhecido em nossos soros
controles, existe relato de reconhecimento inespecifico das bandas de 83 e 110
kDa por soro de ovinos com sorologia negativa para N. caninum (ALMEIDA,
2004).

Apesar dos antigenos secretados/excretados de N. caninum apresentarem
uma menor variabilidade de bandas imunodominantes, o NcESA apresentou
reconhecimento antigénico durante todo o periodo de infeccdo bovina.
Considerando assim, o elevado reconhecimento imunogénico e a baixa
reatividade cruzada encontradas com soro de camundongos infectados com T.
gondii, o NcESA possui elevado potencial para sua utilizagdo como insumo para o
diagnostico da neosporose. Contudo, as associacdoes de diferentes técnicas de
diagnostico podem elucidar o perfil de infecgado favorecendo a distingdo entre

fases iniciais, tardias e de reinfecgdo da neosporose bovina.
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4. Conclusao

4.1. Capitulo I

- Antigenos de superficie apresentam rapido reconhecimento antigénico no
inicio da infeccdo com N. caninum e T. gondii por IFAT, sendo encontrada
reatividade para antigenos da porgédo apical de taquizoitos de N. caninum com
soros de camundongos infectados com T. gondii. Este perfil de reatividade
cruzada foi ausente para taquizoitos de T. gondii na presenga soros de

camundongos infectados com N. caninum;

- Os antigenos soluveis e antigenos soluveis depletados de proteinas
secretadas/excretadas (STAg/NLA e STAg-TgQESA/NLA-NCESA, respectivamente)
sdo as fragcbes antigénicas com maiores limiares de reatividade por TG-ROC, o
que sugere a presencga de maior reatividade inespecifica quando comparado ao

NCcESA e antigenos de superficie utilizados no estudo;

- A reatividade cruzada € intensa por ELISA para antigenos soluveis de T.
gondii (STAg e STAg-TgESA) em soros de animais infectados com N. caninum.
Ja o NLA e NLA-NcESA apresentam menores indices de reconhecimento

heterdlogo;

- O NcESA ¢é a fragao com maior potencialidade de distingdo de infecgao

pelos parasitos em estudo, perfil este ndo observado em TgESA;

- Reatividade cruzada € observada para os antigenos de N. caninum com
alto peso molecular no NLA (80-110 kDa) e para com bandas acima de 32 kDa e
64 kDa do NLA-NCESA e NcESA, respectivamente. Dessa forma, fracdes
antigénicas menores que 32 kDa do NLA e inferiores a 60 kDa de NCESA s&o os
possiveis candidatos para o diagndstico da neosporose com significante
diminuicao da possibilidade de reatividade cruzada com T. gondii;
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4.2. Capitulo Il

- Bovinos infectados experimentalmente com N. caninum apresentam
anticorpos IgG (Total, IgG1, 1gG2), IgM e IgA especificos para NLA e NCESA apods

15 dias de infecgéo;

- Existe o predominio de IgG2/IgG1 especifico para NLA no inicio da
infeccdo ou apds reinfeccdo. Contudo, leve predominio de IgG1 sobre 1gG2

especifico para NCESA pode ser encontrado em fase tardia da infeccgao;

- Por ELISA, a producgao de IgM e IgA, anti- NLA e NcESA, ndo podem ser

associados a fase aguda da neosporose bovina;

- indices de avidez inferiores a 50% e superiores a 70% estdo associados

com fase inicial e tardia da infecgao, respectivamente;

- Sao consideradas imunodominantes as bandas de 29 e 36 kDa de NLA
para IgG, 1gG1 e IgG2, 42 e 50 kDa do antigenos total de N. caninum para IgG,
IgG1, 1IgG2 e IgM e 30, 32, 36, 40 e 50 kDa de NCESA para IgG;

- Distintas bandas foram consideradas como marcadores de reinfecgao da
neosporose. Sendo o reconhecimento das bandas 59-60, 80 e 110 kDa de NLA

por IgG1 e IgG2 e 32 kDa desse mesmo antigeno por IgA associado a reinfecgao;

- Para antigenos totais de N. caninum, as bandas de 15 e 24 kDa
reconhecidas por IgG e 24 e 28 kDa por IgA, foram consideradas indicadores de
reinfeccdo da neosporose bovina. Ja para NcESA foram consideradas
marcadores de reinfecgao o reconhecimento da banda de 32 kDa por IgG1 e 30 e
32 kDa por IgA;

- O perfil de marcagao, IgG(+) e IgM(-), para as bandas 32 e 36 kDa do
NCcESA estdo associados com fase cronica da infecgao;
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4.3. Concluséao Geral

- A associagcdo de diferentes técnicas de diagndstico com diferentes
fragdes antigénicas podem elucidar o perfil de infecgdo favorecendo a distingéo

especifica entre fases iniciais, tardias e de reinfecgdo da neosporose.
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