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RESUMO

Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatério, capaz de causar doenca em
uma variedade de hospedeiros. Desde sua primeira descri¢do, a infecgdo por N. caninum
tem emergido como uma importante doenca em cées e bovinos em todo o mundo.
Testes soroldgicos como imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA sdo classicamente
utilizados no diagnostico da neosporose, sendo o primeiro considerado padrdo ouro no
sorodiagnostico. Entretanto, ainda ndo ha testes comerciais que visam avaliar o estagio
da infeccdo, uma vez que os principais sinais clinicos sdo relatados durante a fase aguda
ou reativacdao do parasito. Diversos alvos proteicos do patdgeno vem sendo testados a
fim de verificar a fase de infec¢do do hospedeiro, apresentando resultados satisfatorios,
todavia, novos alvos devem ser avaliados para desenvolver um diagndstico efetivo para
o0s estagios da infeccdo. Desse modo, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial
da proteina NCROP4 de N. caninum como marcador de fase da infeccdo pelo
protozoario. Para tanto, avaliou-se a expressao e localizagdo de NcROP4 durante o
processo de infeccdo em células Hela para investigar a possivel exposicdo da proteina a
anticorpos. Posteriormente, analises de bioinformatica e phage display foram
desenvolvidas visando predizer e determinar os epitopos de células B da proteina.
Camundongos e bovinos foram infectados experimentalmente a fim de investigar
atraves de ensaios imunoenzimaticos indireto e reverso a producdo de anticorpos 1gG
anti-NcROP4 durante a infeccdo. Observou-se que a proteina NcROP4 ¢ secretada no
citoplasma de células HelLa durante o processo de invasdo, 0 que permite seu
extravasamento para o ambiente extracelular apds lise das células. Andlises de
bioinformatica demonstrou que NcROP4 exibe 23 regiGes que sdo potenciais epitopos

de célula B e as analises de phage display constataram que 0 mAb 20D2 se liga a regido



de 360 — 400 aminoacidos da proteina. Certificou-se também que camundongos
produzem anticorpos de alta avidez contra NCROP4 recombinante (rNcROP4) apds 30
dias de infeccdo (fase crénica) e que ndo ha diferenca entre as subclasses de 1gG (IgG1
e 1gG2a) neste processo de reconhecimento. Além disso, anticorpos de bovinos
infectados experimentalmente reconheceram rNcROP4 ap6s 44 dias de infeccao,
caracterizando um reconhecimento de fase cronica. Observou-se ainda que NcCROP4 ¢
reconhecida somente durante reinfeccdo em ELISA reverso, no qual ha o bloqueio de
um epitopo da proteina. Desse modo, conclui-se que NcROP4 pode ser utilizada como
marcador de fase cronica na infec¢do por N. caninum, sendo uma estrategia adicional no

sorodiagndstico da neosporose.

Palavras-chave: NcCROP4, sorodiagndstico e N. caninum



ABSTRACT

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite whick is able to infect a wide
range of hosts. Since its first description, N. caninum has emerged as an important
disease of cattle and dogs worldwide. The neosporosis diagnosis is classically
performed by serological tests as indirect immunofluorescence (RIFI) and ELISA, being
the first gold standard for serodiagnosis that aim to detect the presence of antibodies
against the parasite. However, there are no commercial tests designed to assess the stage
of infection, once the main clinical signs are reported during the acute phase or during
infection reactivation. Several protein targets of this pathogen has been tested in order to
check the phase of host infection with satisfactory results. However, new targets should
be evaluated in order to develop an effective diagnostic for the stages of infection. Thus,
the present study aimed to studied the potential of NCROP4 protein as a stage marker of
N. caninum infection. For this purpose, we evaluated the expression and localization of
NcROP4 during infection in HeLa cells to investigate the possible exposure of this
protein to antibodies. Subsequently, bioinformatic analysis and phage display were
developed aiming to predict and determine B cell epitopes of the NcROP4. Mice and
cattle were experimentally infected to investigate the producing of 1gG through indirect
and reverse immunoenzyme assay against NcCROP4 during infection. It was observed
that the NCROP4 protein is secreted into the cytoplasm of HelLa cells during the
invasion process, which allows its extravasation to the extracellular environment after
cell lysis. Bioinformatics analysis showed that NcROP4 displays 23 regions that are
potential B-cell epitopes and analysis of phage display have showed that mAb 20D2
binds to the region 360-400 amino acids of this protein. Also made sure that mice

produce high avidity antibodies against recombinant NcCROP4 (rNcROP4) after 30 days



of infection (chronic phase) and that there is no difference between the 1gG subclass
(IgG1 and 1gG2) in this recognition process. Moreover, experimentally infected cattle
recognize rNcROP4 after 44 days of infection, featuring the recognizing of chronic
phase. It was also observed that NcROP4 is recognized only during reinfection in
reverse ELISA, in which there is the block an epitope of the protein. Thus, it is
concluded that NcROP4 can be used as chronic phase marker during N. caninum

infection, being an additional strategy in the serodiagnosis of neosporosis.

Keywords: NcROP4, serodiagnosis and N. caninum.
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1.1 Parasito

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatorio, pertencente ao filo
Aplicomplexa, que exibe um nimero consideravel de hospedeiros. O parasito apresenta
estreita relacdo evolutiva com o protozoario Toxoplasma gondii, sendo alvo de estudos
nas ultimas décadas por causar abortamento em bovinos com consequentes perdas
econdmicas na pecudaria, além de causar doengas neuromusculares em cées (DUBEY,
2003; REICHEL e ELLIS, 2009; REICHEL et al., 2013).

Infeccbes por N. caninum foram primeiramente identificadas em 1984 na
Noruega em cdes com distarbios neurologicos semelhantes aos induzidos por T. gondii,
contudo sem reatividade soroldgica para este parasito (BJERKAS et al., 1984). Apos
alguns anos desta descricdo, o parasito foi identificado, por meio de analise
retrospectiva de cortes histologicos com a presenca de cistos teciduais no cérebro de
caes semelhantes ao de T. gondii. Todavia, algumas caracteristicas diferenciais eram
observadas: paralisia dos membros posteriores; caracteristicas ultraestruturais de
parasitos livres e cistos teciduais; testes soroldgicos e imunoistoquimicas negativos para
T. gondii. Propds-se assim uma nova espécie de protozoadrio denominado N. caninum,
posteriormente isolado em cultura celular e identificado em bovinos (DUBEY et al.,
1988a; DUBEY et al., 1988b; THILSTED e DUBEY, 1989).

Acredita-se assim que a atual identificacdo e classificacdo de N. caninum estéo
relacionadas as suas caracteristicas bioguimicas, morfoldgicas e vitais, demonstrando
forte semelhanca ao T. gondii o que encobriu sua identificacio por décadas
(HEMPHILL et al., 2006). Além de diferirem-se em caracteristicas de inducdo de
patologias, tais espécies de protozoarios sao distintas também em suas interacées com o

hospedeiro e ciclo vital (HEMPHILL et al., 2006; INNES e MATTSSON, 2007).
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Ciclo biologico

N. caninum possui ciclo de vida heteroxénico, apresentando os canideos como
hospedeiro definitivo, além de varias espécies de mamiferos e aves como hospedeiros
intermediarios (THILSTED e DUBEY, 1989; BARR et al., 1991; GONDIM et al.,
2004; COSTA et al., 2008). Tal ciclo envolve basicamente trés formas evolutivas:
esporozoitas presentes em oocistos, taquizoitas, e bradizoitas no interior de cistos
teciduais. O parasito pode ser transmitido de forma horizontal e vertical, sendo que a
primeira ocorre tanto em hospedeiros definitivos quanto em hospedeiros intermediarios.
N&o se conhece ao certo como ocorre a infeccdo nos canideos, especula-se que seja
semelhante a T. gondii em felideos, no qual ap0ds a ingestdo de cistos teciduais contendo
bradizoitas ocorre no estdmago e digestdo quimica e enzimatica, liberando as formas
infectantes para a luz do intestino (DUBEY et al.,1999) onde ha a reproducéo assexuado
por merogonia e sexuada por gamogonia culminando na formacgdo de oocistos ndo
esporulados. Tais oocistos podem ser eliminados no ambiente junto as fezes, aonde em
condicOes propicias de umidade e temperatura esporulam-se, formando uma estrutura
contendo dois esporocistos com quatro esporozoitas (McALLISTER et al., 1998;
RINALDI et al., 2005). Oocistos esporulados, quando ingeridos por bovinos ou outros
hospedeiros intermediarios, atingem o trato entérico, liberando esporozoitas capazes de
invadir o epitélio intestinal transformando-se em taquizoitas que se multiplicam no
interior de células nucleada por endodiogenia. A partir desse momento, 0s taquizoitas
sdo disseminados pelo organismo do animal, através da circulacdo linfatica, sanguinea e
também via ascendente por tecidos nervosos periféricos, atingindo diretamente o
sistema nervoso central (SAWADA et al., 1997; SHIBAHARA et al., 1999).

A pressdo do hospedeiro sobre o parasito, principalmente mediada por acdo do

sistema imunoldgico, induz a transformacdo do parasito em bradizoitas capazes de
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formar uma parede espessa ao redor de varios parasitas, tal estrutura € denominada cisto
tecidual (DUBEY et al., 1988a ; DUBEY et al., 1988b). A intensa multiplicacdo no
inicio da infeccdo caracteriza a fase aguda da neosporose (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006; AGUADO-MARTINEZ et al., 2008), ja a formacio de
cistos teciduais é caracteristico da fase cronica da infeccdo que persiste por toda a vida
do hospedeiro (SHIBAHARA et al., 1999; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006;
AGUADO-MARTINEZ et al., 2008).

A forma vertical de transmissdo é uma alternativa do parasito para se propagar e
ocorre devido a capacidade deste ultrapassar a barreira transplacentaria. Essa forma de
transmissdo ja foi descrita em diversas espécies de animais e apresenta consideravel
importancia em bovinos, pois durante a infeccdo do feto pode ocorrer abortamento
(DUBEY, 2003; TREES e WILLIAMS, 2005; REICHEL e ELLIS, 2009). A
transmissdo vertical pode ocorrer de duas formas distintas: a primeira se da pela
infeccdo de fémeas durante a gestacdo e a segunda ocorre pela reativacdo da infecgédo
decorrente de variacdo hormonal e mudanga no perfil de resposta imunologica, de pré-
inflamatéria (Thl) para anti-inflamatéria (Th2), sendo o primeiro importante para
manter a laténcia do parasito (INNES et al., 2001; QUINN et al., 2002) (Figura 1).

y Coiote
® (Hospedeiro
/_\ ?' 2y, Definitivo)
< """i

Transmissao
Silvestre

Veado Cio
(Hospedeiro
Ingestio de Definitivo)
carcagas ou

placentas
infectadas
—r ¥ Transmissao
Criagdo de novilhas End
infectadas hdogena e
Nascimento de Transmissdo
bezerros

com infecgdo Exhae
xogena Oocistos eliminados

\_/' nas fezes
5, contaminam os
e tri

alimentos

: Aborto ou nascimento
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(Quebra do Ciclo) - - SRtemmaismione sty

Figura 1 - Ciclo vital de N. caninum (adaptado de Milton M. McAllister, 2007).
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1.2 Hospedeiros

Os relatos iniciais da neosporose demonstraram que cdes domésticos sdo 0s
hospedeiros definitivos do parasito devido a reproducdo sexuada que ocorre em seu
intestino (McALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999). No entanto, estudos
posteriores consideraram coiotes (Canis latrans), dingos (Canis lupus dingo) e lobos
cinzas (Canis lupus) como hospedeiros definitivos adicionais de N. caninum, apontando
a possibilidade de outros canideos exercerem o papel de hospedeiro definitivo para o
parasito (GONDIM et al., 2004; KING et al., 2010; DUBEY et al., 2011).

A infeccdo por N. caninum é frequentemente relatada em cédes e bovinos,
contudo, ha relatos soroldgicos da presenca do parasito em outros organismos como
carneiros, cabras, cavalos, bufalos, raposas, coiotes, lobos, veados, alpacas, camelos,
galinhas, dentre outros (DUBEY, 2003; COSTA et al., 2008). Experimentalmente,
relatos na literatura demonstraram que tal microrganismo é capaz de infectar com éxito
espécies de mamiferos como bovinos, cées, cabras, carneiros, camundongos, gerbis,
gatos, macacos, pombos e porcos (DUBEY et al., 2002; GONDIM et al., 2010). Embora
ndo haja estudos que comprovem a infeccdo por N. caninum em humanos, alguns
autores relatam evidéncias sorologicas da exposicdo do homem ao parasito em
diferentes populacdes (NAM et al., 1998; TRANAS et al., 1999; LOBATO et al., 2006;

ROBERT-GANGNEUX e KLEIN, 2009).

1.3 Patogénese e Patologia

Os sinais clinicos decorrentes da infeccdo sdo bem descritos em cées e bovinos.

Os cdes exibem quadros graves de comprometimento neuromuscular, sendo que ha
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relatos de infeccdes congénitas com neonatos apresentando doengas graves dentro do
primeiro ano de vida. Dependendo da viruléncia do isolado e carga parasitaria, pode
haver o acometimento de outros 6rgdos como pulmdes, coracdo, intestino e pele
(ORDEIX et al., 2002; DUBEY, 2003; BASSO et al., 2005). Em bovinos, a neosporose
gera perdas econdmicas importantes, devido a inducao de abortamento (WILLIAMS et
al., 2000; INNES et al., 2005). Ocorrem também danos a placenta materna por
taquizoitas devido a interrupcdo do fornecimento de nutrientes (DUBEY et al., 1992).

O parasito exibe viruléncia variavel que esta relacionada ao crescimento in vitro
e a diferentes isolados in vivo, como o de cdes e bovinos sintomaticos, bezerros
natimortos ou fetos abortados 0s quais apresentam viruléncia acentuada (ATKINSON et
al., 1999; SCHOCK et al., 2000; QUINN et al., 2002; PEREZ-ZABALLOS et al., 2005;
COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006). Ja isolados obtidos de bezerros saudaveis,
mas infectados congenitamente, foram associados a baixa viruléncia (SHIBAHARA et

al., 1999; MILLER etal., 2002; ROJO-MONTEJO et al., 2009).

1.4 Invasao celular no filo Apicomplexa

Os parasitos do filo Apicomplexa invadem a célula hospedeira utilizando
mecanismo conservado e extremamente bem sucedido. O processo de invasdo é
totalmente dirigido pelo parasito, num processo conhecido por entrada ativa, diferindo
da entrada induzida, provocadas por bactérias ou outros protozoarios. O processo exige
que o parasito utilize seu proprio sistema de actina/miosina para induzir o processo de
invasdo, ou seja, a célula hospedeira ndo apresenta fungdo ativa neste processo, como
ocorre a inducdo da fagocitose por alguns protozodrios como Leishmania sp

(DOBROWOLSKI e SIBLEY, 1996; DOBROWOLSKI et al., 1997; SOLDATI et al.,
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2001; MEISSNER et al., 2002; JEWETT e SIBLEY, 2003). Ha a penetracao na célula
sem alteracdo da actina do hospedeiro, em um processo independente de calcio. De
forma contréria, o parasito utiliza-se de um mecanismo de secrecdo regulado por célcio
intracelular (CARRUTHERS e SIBLEY, 1999). Diversos receptores de superficie
associado a uma serie de proteinas liberadas por micronemas, roptrias e granulos densos
estdo relacionadas a diversos processos de reconhecimento, movimentacdo e replicacdo
(CESBRON-DELAUW et al., 2008; DAHER e SOLDATI-FAVRE, 2009; LOURIDO
etal., 2010).

Micronemas e roptrias estdo localizados na porcdo anterior do parasito
(complexo apical) enquanto os granulos densos estdo mais amplamente distribuidos no
citoplasma (JOINER e ROOQOS, 2002; RAVIDRAN e BOOTHROYD, 2008).
Micronemas e roptrias sdo fundamentais na invasdo, processo que leva
aproximadamente 15 a 20 segundos (RAVINDRAN e BOOTHROYD, 2008), enquanto
os granulos densos sdo fundamentais para o estabelecimento do parasito no vacuolo
formado, bem como sua replicacdo (JOINER e ROOS, 2002) além de modular as vias
de sinalizacdo intracelular da célula hospedeira e manter sua permanéncia até o
momento de evasdo (ROSOWSKI et al., 2011).

O processo de invasdo celular pode ser resumido em trés etapas: (1) Inicialmente
ocorre adesdo da forma taquizoita a célula hospedeira, processo que nao envolve a
orientacdo do parasito e que requer antigenos de superficie glicosilados como SAGL1 e
SAG2. Apos tal adesdo, o parasito posiciona a extremidade anterior (regido apical) para
extrusdo do conoide, seguida pela invaginacdo da membrana celular, formando o
vactolo parasitoforo (VP), momento em que proteinas oriundas dos micronemas
(MIC1, 2, 3 e 4) sdo secretadas e funcionam como adesinas. Estudos recentes indicaram

que a ligacdo de proteinas do tipo MIC a receptores de célula hospedeira, desencadeiam
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a secrecdo dos componentes proteicos de roptrias (SINGH et al., 2010). A aderéncia
conferida permite o movimento da juncdo ao redor do taquizoita, que juntamente ao
citoesqueleto do parasito, impulsiona-o para o interior do VP, culminando na invasdo. O
VP ¢ revestido pela membrana celular do hospedeiro o que ndo permite a fusdo aos
lisossomos. (2) Na etapa seguinte, proteinas de roptrias sdo secretadas no interior do VP
e ligam-se a membrana deste para formar associacdo com organelas do hospedeiro, de
modo que a mitocdndria e o reticulo endoplasmatico sdo posicionados adjacentes ao
VP. (3) A etapa final consiste na secrecdo de proteinas de grénulos densos que
modificam a membrana do VP, o que contribui na remodelacéo e maturagdo do VP,
formando uma rede de membrana intravacuolar, metobolicamente ativa para a
multiplicacdo parasitaria. Os taquizoitas no interior do VP proliferam-se por
endodiogenia, produzindo novos parasitos em poucas horas, 0s quais subsequentemente
lisam a célula hospedeira e ficam livres para invadir novas células (HELMPHILL et al.,
2006) (Figura 2).

T. gondii exibe um conjunto de 8 a 12 roptrias que apresentam forma de clava,
consistindo de um corpo bulboso e um pescoco estreito e eletro denso. Ja se conhece
mais de 44 proteinas de roptrias, sendo parte transmembrana e parte constituindo o
ambiente interno (PEIXOTO et al., 2010). Algumas proteinas de roptrias sdo homdlogas
a quinases, fosfatases e proteases, revelando sua importancia para as funcées do parasito
(FLEIGE e SOLDATI-FRAVE, 2008). Algumas dessas proteinas de T. gondii como
ROP5, ROP16 e ROP18 funcionam como proteinas quinases ou pseudoquinases que
modulam ou auxiliam na modulagdo da resposta imune do hospedeiro, funcionando
com um mecanismo de evasao do parasito (TAYLOR et al., 2006; SAEIJ et al., 2006;
SAEI] et al., 2007; KAHAN et al., 2009; PEIXOTO et al., 2010; REESE et al., 2011;

BUTCHER etal., 2011; BEHNKE et al., 2011).
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Figura 2 — Esquema da estrutura de taquizoita (A) e representacdo do processo de
invasdo por taquizoitas de T. gondii. (A) O parasita é formado por duas membranas, a
membrana plasmatica e a membrana interna. Na regido apical do parasito encontram-se
estruturas conoide e as organelas apicais micronemas e roptrias. Granulos densos séo
distribuidos ao longo do parasito. Outras organelas também sdo presentes como
apicomplasto, mitocondria, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (Adaptado de
Joiner e Roos, 2002). (B) A porcdo esquerda superior da figura representa a regido
extracelular da célula hospedeira com membrana plasmatica em azul. Em 1, ocorre o
contato iniciacdo entre o parasito (verde) e a célula hospedeira via antigenos de
superficie. Em 2 ocorre a reorientacdo do parasito e as juncdes (vermelho) entre a regido
apical e a membrana celular com participacdo de proteina micronémica e de roptrias.
Em 3 h& a representacdo do processo de invaséo ativa e inicio da formagdo do vacuolo
parasitoforo. Em 4 o vaclolo parasitoforo estd formado e inicia-se a secrecdo de
proteinas de granulos densos (Adapatado de Billker et al., 2009).
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A descarga de proteinas de roptrias ocorre seguindo a descarga das proteinas
micronémicas, o0 que coincide e contribui para formacdo do vacuolo parasitoforo
(CARRUTHERS; SIBLEY, 1999). Apds esta descarga, tais proteinas permanecem
associadas ao vacuolo parasitéforo ou sdo exportadas para célula hospedeira onde
participam dos processos de remodelamento celular (ROY et al., 2006; DUBREMETZ,
2007).

Das proteinas de roptrias de T. gondii identificadas e estudadas, sabe-se que
ROP1 é um componente ativo na penetracdo do parasito na célula (NORRBY e
LYCKE, 1967; OSSORIO et al., 1992), no entanto, tal proteina ndo é essencial para o
processo de invasdo (KIM et al., 1993). Ja ROP2 € liberada no interior do vacutolo
parasitéforo e induz a associacdo de tal estrutura a mitocondria da célula hospedeira,
além de ser importante na biogénese da roptria (SINAI e JOINER, 2001; NAKAAR, et
al., 2003). ROP4 é um membro da familia ROP2 e é secretada durante a invasdo,
associando-se a membrana do vacuolo parasitoforo, onde torna-se fosforilada e exerce
atividade quinase, o que permite a ativacao de fatores da célula hospedeira (CAREY et
al., 2004).

Em relacdo a ROP4 de N. caninum (NcROP4) ainda pouco se sabe a respeito das
funcbes desta proteina. A proteina apresenta 594 aminoacidos, foi identificada como
componente secretor do parasito em 2011 e também é denominada membro 1 da familia
das ROP2 (ALAEDDINE et al., 2013). Um anticorpo monoclonal identificado como
20D2 foi desenvolvido e certificou-se que ele se liga a NcCROP4 e que a proteina
apresenta peso molecular de 65 kDa (SOHN et al.,, 2011). Além disso, apesar de
algumas proteinas de roptrias exibirem propriedade quinase, NcCROP4 aparentemente
ndo apresenta sitio catalitico. Entretanto, tal proteina exibe capacidade imunogénica e

sua importancia durante a invasdo ja foi demonstrada. Constatou-se que anticorpos
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gerados contra a proteina sdo capazes de neutraliza-la e prejudica a capacidade de
invasdo celular pelo parasito “in vitro” (ALAEDDINE et al., 2013). Contudo, ndo foi
relatado até o momento qual a participacdo da proteina durante o processo de invasao e
a localizacéo dentro da célula hospedeira, além do seu potencial alvo no diagndéstico da

infeccdo por N. caninum.

1.5 Resposta Imune

Tanto a resposta imune inata quanto a resposta adaptativa participam de
mecanismos protetores contra N. caninum. A primeira barreira fisica é representada por
enterdcitos e espessas juncles intercelulares da mucosa intestinal que podem deter a
invasdo do parasito transmitido pela via oral. Quando as células epiteliais intestinais
(enterdcitos) sio infectadas secretam moléculas citotoxicas como o Oxido Nitrico (NO),
citocinas (IL-15) que ativam as células natural killer (NK), induzindo a producdo de
IFN-y e de quimiocinas, recrutando leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e células
dendriticas. A partir deste recrutamento, ocorre a ativacao de células da imunidade inata
como macrofagos e células dendriticas via reconhecimento pelo TLR2 (Toll like
receptor 2) dependente da molécula adaptadora MyD88 levando a secre¢do de IL-12
(MINEO et al., 2009; MINEO et al., 2010) que ativa células NK e induz a diferenciacdo
de células TCD4+ em uma subpopulagdo Thl produtora de IFN-y. Esta citocina ativa
macrofagos, células dendriticas e enterdcitos, culminando na destruicdo do parasito por
inducdo de mecanismos efetores (BUZONI-GATEL et al., 2006; GOODSWEN et al.,
2013). Devido ao fato do IFN-y inibir a replicacdo de taquizoitas, a neutralizacdo ou
deplecdo desta citocina desencadeia maior susceptibilidade do hospedeiro ao patégeno

(INEES et al., 1995; KHAN et al., 1997; INNES et al., 2002; TANAKA et al., 2000
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NISHIKAWA et al., 2003; INNES e VERMEULEN, 2006 KLEVAR et al., 2007).
Linfocitos TCD8+ parasito-especificos podem destruir as células infectadas pelo
patdgeno através de uma via dependente de perforina-granzima (STASKA et al., 2003;
GOODSWEN et al., 2013).

Macrofagos e outras células mononucleares podem induzir diferenciacdo do
parasito da forma taquizoita para a forma bradizoita e formacdo e manutencado de cistos
teciduais (WILLIANS et al., 2009). Esta interconversdo entre os estagios evolutivos
desempenha um papel fundamental no estabelecimento da infecgdo cronica (LYONS et
al., 2002). O processo de interconversdo tem sido extensivamente estudado em T. gondii
(SKARIAH et al., 2010; PENG et al., 2011), contudo ha poucos estudos sobre tal
fendbmeno em N. caninum (EASTICK e ELSHEIKHA, 2010). Estudos iniciais de
formag&o de cistos teciduais de N. caninum in vitro indicaram que, em contraste com T.
gondii, a espécie ndo produz cistos eficientemente (WEISS et al., 1999; VONLAUFEN
et al., 2004). Trabalhos posteriores utilizando nitroprussiato de sodio, um composto
doador de NO, permitiu uma analise mais detalhada do bradizoita e do contetdo dos
cistos teciduais (VONLAUFEN et al., 2002; VONLAUFEN et al., 2004; RISCO-
CASTILLO et al., 2004).

Com relacdo aos bovinos, embora estes gerem uma imunidade protetora contra
N. caninum, crescentes evidéncias sugerem que a severidade da infeccdo estd
intimamente relacionada ao trimestre de gestacdo, combinado ao estado do sistema
imune do feto, além da variacdo genotipica do parasito. Sabe-se que 0s bovinos,
infectados experimental ou naturalmente, geram uma resposta imune associada a
elevada producdo de IFN-y e anticorpos 1gG2 antigeno-especificos (WILLIAMS et al.,
2000; ANDRIANARIVO et al., 2005; HECKER et al., 2012), indicando a participacao

ativa de imunidade celular e humoral.
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Sabe-se que a imunidade protetora ocorre em rebanhos bovinos devido a
evidéncias de exposicdo precedentes ao N. caninum, pois tais animais demonstram
menor susceptibilidade ao aborto do que animais com infeccbes primarias
(MCALLISTER et al., 2000). Willians e colaboradores (2003) corroboraram essas
afirmacbes e relataram que, em estado natural, bovinos infectados naturalmente
adquirem uma resposta imune protetora contra a infec¢do oral por N. caninum. Contudo,
0s autores evidenciaram que tal resposta foi ineficaz na protecdo contra transmisséo
vertical ou prevencdo da recrudescéncia em infecgdes latentes. Os estudos mencionados
fornecem evidéncias da geragdo de uma imunidade protetora contra uma transmissao

po6s-natal, mas ndo em uma infeccdo enddgena.

1.6 Diagnostico da neosporose

O diagnostico da infeccdo por N. caninum é realizada tanto pela deteccdo direta
do parasito, bem como de modo indireto, pela deteccdo de anticorpos circulantes
especificos a antigenos parasitarios, sendo o segundo mais comumente empregado. A
detec¢do do protozoario em amostras bioldgicas ocorre pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), testes imunohistoquimicos e através de bioensaios em cultura de
células e animais experimentais. Dentre os ensaios soroldgicos comumente utilizados,
destaca-se a Reacdo de Imunofluorescéncias Indireta (RIFI) e ensaios imunoenzimaticos
(ELISA), sendo o primeiro considerado o padrdo ouro para o sorodiagnéstico da
infeccdo (DUBEY et al., 2007). Entretanto, uma das maiores deficiéncias das técnicas
soroldgicas € que estas geralmente indicam somente a exposi¢cdo prévia do hospedeiro
ao parasito, ndo permitindo informacdes sobre o estagio de infec¢do. Tal contratempo é

parcialmente solucionado pela aplicacdo de técnicas baseadas em isotipos de anticorpos.
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Um marcador utilizado para determinacdo da fase aguda de infeccdo é a
soropositividade de IgM, enquanto o que determina a fase cronica € presenca de
anticorpos 1gG antigeno-especificos (BJORKMAN et al., 1999). Outra forma de se
determinar o estagio da infecgdo é utilizando técnicas que mensuram a avidez de 1gG
frente aos antigenos de interesse, sendo que tal tipo de técnica utiliza-se dos fendmenos
relacionados a forca de ligacdo do anticorpo a seus alvos (HEDMAN et al., 1989), a
qual torna-se progressivamente maior no decorrer da infeccdo. Um indice avidez alto
esta geralmente relacionado as fases cronicas de infeccdo e a baixa avidez geralmente
correlaciona-se a infeccOes ativas ou recentes (SENSINI et al., 1996 e COZON et al.,
1998; SCHARES et al., 2002, AGUADO-MARTINEZ et al., 2005 AND BJORKMAN
et al., 2006). Contudo, apesar de tais evidéncias, ndo é possivel inferir com exatiddo a
fase de infeccdo que o hospedeiro se encontra, pois ndo ha como garantir que tais
fendmenos sejam estaveis em cada individuo testado (ASHBURN et al., 1998;
BERTOZZI et al., 1999; LEFEVRE-PETTAZZONI et al., 2006; IQBAL e KHALID,
2007; HUANG et al., 2007).

Uma ferramenta hoje aplicada com frequéncia para se avaliar a soropositividade
a diferentes infec¢des € a utilizacdo de proteinas recombinantes. Trabalhos empregando
proteinas recombinantes como NcSAG1, NcSRS2, NcGRA6, NcGRA7 e NcSAG4 de
N. caninum no sorodiagndstico apresentaram resultados satisfatérios como marcadores
de fase aguda, cronica e até mesmo recrudescéncia da neosporose (LOUIE et al., 1997,
NISHIKAWA et al., 2001; HOWE et al., 2002; CHAHAN et al., 2003; JENKINS et al.,
2005; AGUADO-MARTINEZ et al., 2008; HIASA et al., 2012). Desse modo, outros
antigenos devem ser testados e se possivel aplicados no diagndstico da infeccdo por N.

caninum.
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A neosporose apresenta grande importdncia para a medicina veterinaria,
principalmente devido as perdas econdmicas induzidas na pecudria decorrente da
eficacia na transmissdo vertical acarretando a abortamentos, aumento na frequéncia de
natimortos, absorc¢éo fetal e nascimento de animais persistentemente infectados. Tais
caracteristicas atingem a cadeia produtiva do leite e carne. Assim, essa doenca é
extremamente danosas em um pais que o setor agropecuario € responsavel por um tergo
do Produto Interno Bruto (PIB) direto, visto que estimou que o dano econdmico da
neosporose gira em torno de bilhGes de ddlares.

A compreensao sobre os antigenos utilizados por patdégenos durante 0s processos
de invaséo e replicacdo sdo importantes para o desenvolvimento de protocolos vacinais,
terapéuticos e de diagndstico. N. caninum é um protozoario do filo Apicomplexa e
necessita de sua maquinaria celular para poder invadir, se multiplicar e se estabelecer no
hospedeiro. Essa maquinaria compreende componentes secretérios em organelas
especificas como as roptrias, que contém proteinas essenciais para o estabelecimento da
infeccdo por N. caninum em seus hospedeiros. A partir de analises enfocando a
capacidade imunogénica de tais proteinas, é possivel o desenvolvimento de ensaios
imunoldgicos capazes de determinar a sororeatividade contra a infecgdo pelo parasito e,
desse modo, tracar estratégias para o desenvolvimento de métodos de diagnostico

diferenciais.
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Objetivo geral

Avaliar o potencial da proteina NcROP4 no sorodiagndstico da infec¢do por Neospora

caninum.

Objetivos especificos

- Determinar a presenca e localizacdo de NcROP4 durante o processo de invaséo e
replicacdo parasitaria;

- Predizer, por analise de bioinformatica, os possiveis epitopos de células B em
NcROP4;

- ldentificar, por meio de phage display, o epitopo ligante do anticorpo monoclonal
especifico ao antigeno;

- Determinar a cinética de producédo de anticorpos IgG e suas subclasses (IgG1 e 1gG2a)
especificos contra NcROP4, em camundongos infectados experimentalmente;

- Determinar a cinética de producdo de anticorpos IgG anti-NcROP4 em bovinos
infectados experimentalmente;

- Verificar a presenca e padrdo de reatividade de anticorpos anti-NcROP4 em bovinos e

caninos naturalmente infectados.
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4.1 Parasitos

Taquizoitas do isolado Nc-1 de Neospora caninum (DUBEY et al., 1988) foram
mantidos em cultura de células linhagem HelLa (ATCC No. CCL-2), 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, 100 pg/mL de
estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) em atmosfera contendo 5% de CO,, a 37°C, até atingirem confluéncia.
Foram feitas passagens seriadas em meio RPMI, em intervalos de 48 a 72 horas. O
sobrenadante contendo parasitos extracelulares foi coletado e os parasitos foram
purificados parcialmente através de passagens forcadas em agulha 25 x 7 mm e
centrifugacdo diferencial (70 x g, 1 minuto, 4°C), para remocdo de debris celulares. O
sobrenadante foi novamente coletado e centrifugado (720 x g, 10 minutos, 4°C) para a
obtencdo dos parasitos utilizados em infeccdo dos animais, preparacdo de antigenos

soltveis (NLA) e realizacdo de imunoensaios.

4.2 Amostras de soros

Todos experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com
aprovacio do comité de ética institucional (Comité de Etica na Utilizacdo de Animais;

CEUA-UFU), protocolo nimero 52/2012.

Infeccdo experimental em camundongos
Camundongos BALB/c fémeas de seis a oito semanas de idade, com peso

aproximado de 18 a 22 gramas, foram obtidos do Centro de Bioterismo e
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Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia e mantidos em
um ambiente com temperatura controlada (22 a 25°C) e com agua e racdo ad libitum.
Dez camundongos foram infectados com 1 x 10° taquizoitas de N. caninum (Nc-1) pela
via intraperitoneal. Para avaliar a presenga de anticorpos especificos durante a infeccéo,
amostras de sangue foram coletadas pela via retro-orbital 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias ap0s
a infeccdo. Em seguida, as amostras de sangue foram centrifugadas (400 x g por 10
minutos), o soro foi coletado e armazenado a -20°C até a sua utilizacdo em ensaios

sorolégicos.

Infeccio experimental em bovinos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados seis bovinos machos,
mesticos (Pardo suico, Holandés e Simental), com idade média inicial entre sete e nove
meses e sorologicamente negativos para N. caninum. Tais animais foram mantidos na
Fazenda Experimental do Gléria da Universidade Federal de Uberlandia sob condigdes
sanitarias, nutricionais e de manejo adotadas no local. Dividiram-se 0s bovinos em dois
grupos de trés animais cada, sendo um grupo infectado pela via subcutanea na base do
pescoco, no antimero direito do animal, com 1,5 x 10° taquizoitos viaveis de N.
caninum (Nc-1) e o outro grupo controle inoculado com PBS. Uma segunda infeccdo
foi realizada 276 apds a primeira nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.
Coletou-se o sangue via jugular de todos os animais de 15 em 15 dias para realizacdo de

ensaios sorologicos.

Amostra de soro de bovinos e caninos naturalmente infectados
Amostras de soro de bovinos e caninos previamente triadas para N. caninum por
RIFI e ELISA foram obtidas do banco de soros do Laboratdrio de Imunoparasitologia
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“Dr. Mario Endsfeldz Camargo”. As amostras foram divididas de acordo com o0s
resultados sorologicos prévios: bovinos positivos (n=27), bovinos negativos (n=14),

caninos positivos (n=21) e caninos negativos (n=14).

4.3 Antigenos

Antigeno soltvel de N. caninum (NLA)

O antigeno soluvel de N. caninum foi preparado como descrito por Silva e
colaboradores (2005). Taquizoitas em suspensdo foram tratados com coquetel de
inibidores de protease (Complete, Roche, Basel, Suica) e submetidos a cridlise por dez
ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-
maria (37°C), seguido por ciclos (12 W, 30 kHz e amplitude de 90%) de ultrassom
durante 5 minutos em banho de gelo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
(10.000 x g, 30 minutos, 4°C), os sobrenadantes foram coletados e a concentracdo de
proteina foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Aliquotas de

NLA foram armazenadas a -20°C até sua utilizacdo em imunoensaios.

Producédo da proteina NcROP4 recombinante (rNcROP4)

Para avaliar o potencial da proteina NcROP4 (ldentificacdo no banco de dados:
ADMA48813.1) recombinante no sorodiagnéstico da neosporose, expressou-se 0S
residuos de aminoacidos correspondentes entre 86-509 da proteina nativa em
Eschirichia coli. De modo a obter o cDNA para expressdo proteica, RNA total foi
isolado de N. caninum extracelular (Trizol, Invitrogen, Carlsbad-CA, EUA), conforme
instrucOes do fabricante. A transcricdo reversa de NcCROP4 foi desenvolvida utilizando

par de primers: 3>-TAGCCTCGTGTCCTCCGTTTC-5’ e 3-
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CACCCAAGAAGAGGTCGAGCAAGTGC-5’. O produto da reagdo foi clonado em
vetor pET161, que contem uma calda de histidina na porcdo C-terminal para
purificacao.

E. coli da cepa BL21DE competentes foram preparadas para posterior insercdo
do plasmideo pET161+NcROP4. Brevemente, as bactérias foram crescidas em meio
Luria e Bertani (LB) até atingir densidade dptica (OD) de 0,6 a 600 nm, centrifugadas a
3.000 x g por 10 minutos a 4°C, ressuspensas em 60 mM de Cloreto de Célcio (CaCly) e
incubado a 0°C por uma hora. A transformacdo bacteriana ocorreu com a adicao de 10
pL (200 ng) de DNA plasmidial que foi mantida a 0°C durante 30 minutos.
Posteriormente, as bactérias foram incubadas a 42°C durante duas horas e colocadas
novamente na condicdo anterior. Adicionou-se meio de cultura LB as bactérias que
foram mantidas a 37°C por uma hora. Apds incubacéo, as células foram centrifugadas a
3.000 x g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspenso
em meio LB com 100 pg/mL de ampicilina e 34 ug/mL de cloranfenicol e plaqueado
em placas de agar para analise de colbnias transformadas. Além disso, 0 DNA
plasmidial foi isolado de cada uma das coldnias crescentes e avaliado por PCR.

Bactérias transformadas foram crescidas em meio LB com 100 pug/mL de
ampicilina e 34 pg/mL de cloranfenicol até atingirem densidade optica (OD) de 0,6 a
600 nm. A expressdo rNcROP4 foi induzida com 1 mM de isopropil-pB-D-
tiogalactosideo (IPTG) por 18h, a 20°C. A inducdo foi avaliada em gel de eletroforese
SDS-PAGE e Western blotting.

Bactérias expressando rNcROP4 foram centrifugadas e o pellet foi ressupenso
em tampao de lise (200 mM de sacarose, 500 mM de NaCl, 1 pg/mL de lisozima e
coquetel de inibidores de protease diluidos em tampdo fosfato pH 8,0) e mantidos em

banho de gelo durante 30 minutos. Posteriormente, as bactérias foram submetidas a seis
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ciclos de congelamento em N liquido e descongelamento a 37°C, seguido de ciclos
posteriores de ultrassom (12 W, 30 kHz e amplitude de 90%) durante 5 minutos em
banho de gelo. O lisado foi centrifugado a 13.500 x g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante estocado a -20°C. Para purificacdo de rNcROP4, o sobrenadante foi
passado em coluna Ni** acoplado a sefarose (GE Bioscienses, Uppsala, Suécia) com
tampdo de equilibrio (5 mM de imidazol, 500 mM de NaCl e 20 mM de Tris-HCI, pH
7,9). Apds aplicacdo do material, a coluna foi lavada e as proteinas foram eluidas com

tampéo fosfato com imidazol (300 mM de imidazol em tampéo fosfato pH 8,0).

Eletroforese unidimensional e Western blotting

A fim de avaliar a inducédo e purificacdo de NcCROP4, foi realizado eletroforese
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10%. rNcROP4 foi fracionada em sistema
unidimensional (LAEMMLI, 1970), os géis de poliacrilamida na concentracdo de 10%
foram montados em placas do sistema de eletroforese SE250 (Amersham-Pharmacia
Biothec, UK) de dimensdes 8 x 10 x 0,075 cm. rNcROP4 solubilizada em SDS foi
aquecida a 95°C por 5 minutos e aplicada ao gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE). A proteina foi eletroforeticamente separada utilizando uma corrente de 25 mA.
Apos a corrida, os géis foram corados com solu¢do de Coomassie (Coomassie brilhant
blue R-250 dissolvido em metanol 50% e &cido acético 10%) e mantidos em &cido
acetico 7% até a digitalizacdo das imagens. Alternativamente, rNCROP4 resolvida em
SDS-PAGE 1D foi eletrotransferida para membranas de nitrocelulose conforme
protocolo padrdo (TOWBIN et al., 1979). As membranas de nitrocelulose foram
submetidas a protocolos de Western blotting, sendo tiras de 3-4 mm bloqueadas com
PBS adicionada de Tween 20 (0,05%) e suplementada com leite desnatado 5% (PBS-

TM), durante duas horas a temperatura ambiente. Apos este periodo, as membranas
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foram incubadas com amostras de soro camundongos infectados com N. caninum
(1:100) por periodo de 18 horas a 4°C. A seguir, as membranas foram lavadas e a
deteccdo da ligacdo dos anticorpos primarios a proteina imobilizada em nitrocelulose foi
realizada pela subsequente incubacdo das membranas com 0s anticorpos secundarios
anti-lgG de camundongos na diluicdo 1:1000 diluido em PBS-TM a 1%.
Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas e reveladas com

3,3 diaminobenzidina (Life Technologies Corporation, Carlsbad-CA, EUA).

4.4 Anticorpo monoclonal 20D2

Hibridoma secretor do anticorpo monoclonal 20D2 foi produzido pelo Prof.
Peter J. Bradley, Department of Microbiology, Immunology and Molecular Genetics,
Universidade da California em Los Angeles (EUA), e cedidos para realizacdo deste
estudo. Tais células foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 20% de soro
fetal bovino, 2mM glutamina, 50 uM de 2--mercaptoetanol, 40 pg/mL de gentamicina
em frascos com area de 25 cm?, durante 48 horas e transferidos para outro frasco com o
mesmo meio de cultivo sem a adicao de soro fetal bovino. Apds 24 horas, coletou-se o
sobrenadante de cultura contendo o anticorpo monoclonal 20D2 que foi estocado a -

20°C até a utilizacdo em imunoensaios.

4.5 Biopanning e selecdo de peptideos ligantes ao mAb 20D2 por phage display

Visando avaliar o sitio de ligacdo do mAb 20D2 a proteina NcROP4, a
tecnologia de phage display foi empregada. Para tanto, peptideos miméticos

(mimetopos) ao epitopo do mAb foram obtidos a partir de duas bibliotecas comerciais
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(Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library Kit - New England Biolabs e Ph.D.-C7C
Phage Display Peptide Library Kit - New England Biolabs), as quais expressam
seqliéncias com 12 e 7 aminoacidos, respectivamente, randomicamente dispostos e
ligados a fagos filamentosos M13. Cada biblioteca apresentava 2,7 x 10° clones
independentes. Placas de microtitulacdo de alta afinidade (Maxisorp — Nunc) foram
sensibilizadas com 10 pg do anticorpo diluidos em 200 pL de uma solugdo tampéo (0,1
M de NaHCO3, pH 8,6) e incubadas por 18 horas a 4°C em camara imida. Em seguida,
a placa foi lavada e os sitios inespecificos foram bloqueados com solugdo tampéo de
bloqueio (0,1 M de NaHCOg, pH 8.6, 5 mg/mL de BSA), por duas horas a 4°C. As
placas foram lavadas com TBS com 0,1% de Tween 20 (TBS-T). Em cada poco, foram
adicionados 4 x 10% fagos de cada biblioteca diluidos em TBS-T que foram mantidos
sob agitagdo por uma hora a temperatura ambiente. Os fagos ndo ligantes foram
removidos por 10 sucessivas lavagens dos po¢os com TBS-T a 0,1% no primeiro ciclo e
nos ciclos subsequentes com TBS-T a 0,5%. Este procedimento foi repedido mais duas
vezes. Os fagos ligantes foram eluidos com tampéo de eluicdo (0,2 M de glicina-HClI,
pH 2,2, contendo 1 mg/mL de BSA) por 10 minutos a temperatura ambiente e
imediatamente neutralizados com tampao de neutralizacdo (1 M de Tris-HCI, pH 9,2).
Aliquotas dos eluatos foram utilizadas para determinar a titulagdo. O eluato
remanescente contendo fagos foi utilizado para a reamplificagdo, a cada proximo ciclo,

pela infeccdo em E. coli ER2738.

Sequenciamento de DNA dos fagos especificos
Apos trés ciclos de Biopanning, os clones de fagos individuais selecionados
foram coletados aleatoriamente de col6nias isoladas e posteriormente amplificados.

DNA de fita simples foi extraido e purificado para cada clone conforme descrito por
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Xinhua et al. (2000). Realizou-se o sequenciamento utilizando o kit DYEnamicTM ET
dye termination (GE Healthcare, EUA) e um sequenciador automatico MegaBace 1000
(Amersham Biosciences, NLD). Para a reacdo do sequenciamento, utilizaram-se 0s
iniciadores M13 (5"-HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG -3), f88-4/15-mer (5’-
HOAGAAGTCCGAAGACGATGA - 3%) e fUSES5/6-mer (5-
HOGGAGTATGTCTTTTAAGT-3’) que amplificam as regides de DNA do fago
correspondente a insertos de aminoacidos codificantes de peptideos randémicos
fusionados a proteina PIIl. A analise das sequéncias de DNA foi realizada em software

apropriado (Sequence Analyser, Base Caller, Cimarron 3.12, Phred 15).

4.6 Andlises de bioinformatica

Sequéncias de peptideos selecionadas por phage display foram analisadas em

dois banco de dados (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi e http://toxodb.org/). O

alinhamento da sequéncia de peptideos selecionados foi desenvolvido utilizando Clustal

W2 (http://www.program.ebi.as.uk/Tools/msa/clustalw2/). Predi¢bes de epitopos de

NcROP4 para células B foi determinada de acordo o banco de dados do IEDB

(http://tools.immuneepitope.org/main/htmi/bcell tools.html)  utilizando  “Bepipred

Linear Epitope Prediction”. Analise “in silico” de NcROP4 ocorreu por modelagem
molecular  através  dos  softwares  Modeller 8V2 e  SWISSMODEL

(http://swissmodel.expasy.org/) empregando a proteina ROP2 de T. gondii como

modelo.

4.7 Imunomarcacdo para avaliar a localizagdo de NCROP4 em parasitos

extracelulares
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ReacOes de imunofluorescéncia indireta e imunomicroscopia eletronica foram
desenvolvidos para investigar a ligagdo do anticorpo monoclonal a proteina NcROP4.
Resumidamente, suspensdes parasitarias foram tratadas com formaldeido 4% em PBS
por 30 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo lenta e centrifugado a 720 x g por
10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em agua destilada estéril e adicionado
em areas demarcadas de laminas microscépicas para imunofluorescéncia. Tais laminas
foram neutralizadas com 100 mM de glicina, lavadas trés vezes em PBS e blogueadas
em 3% de BSA em PBS, durante 30 minutos. Apds o bloqueio, as laminas foram
permeabilizadas com solucdo PBT (3% de BSA, 0,1% de triton X-100 em PBS) por 20
minutos. Sobrenadante de cultura contendo o mAb 20D2 foi adicionado aos pogos
durante uma hora. Apoés trés lavagens com PBS, as laminas foram incubadas por uma
hora com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo marcado com AlexaFluor 488
(Life Technologies Corporation, Carlsbad-CA, EUA) diluido em PBT (1:2000). As
analises foram realizadas em microscopio confocal (LM 510 Meta, Zeiss, Alemanha).

Para imunomicroscopia eletronica, taquizoitas foram centrifugados a 720 x g por
10 minutos a 4°C e fixados em 4% de paraformaldeido e 0,5% de glutaraldeido em
PBS. Os parasitos foram lavados com PBS, fixados em 1% de solugdo de tetroxido de
6smio, incluidos em 2% de agar, desidratados em etanol (concentracBes crescentes de
50 a 100%) e incluidos em resina LR White (Sigma-Aldrich, St Louis, USA). Os blocos
de resinas foram seccionados (~60 nm) por meio de ultramicrétomo. Os cortes foram
colocados em telas de niquel de 200-mesh e processadas para imunomarcacdo com
outro coloidal. As telas foram bloqueadas em 5% de leite desnatado em TBS contendo
0.05% de Tween 20 (TBS-TM) e blogueadas novamente com 2,5% de soro de cabra em
TBS. Sobrenadante do hibridoma contendo o mAb 20D2 foi utilizado como anticorpo

primario que foi incubado durante duas horas a 37°C. Apo0s ciclos de lavagens, o
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anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com ouro coloidal (Sigma-
Aldrich, St Louis, USA) foi inserido nas telas e incubado por mais uma hora a 37°C,
lavados novamente e contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo. A
ultraestrutura e a marcagdo foram analisadas e documentadas em microscépio eletronico
de transmissdo (EM-109, Zeiss, Alemanha) acoplado a sistema de captura de imagens

(MegaviewG2/ Soft Imaging Solutions, Olympus, Japéo).

4.8 Ensaio de expressdo de NcCROP4 durante o processo de invaséo

Ensaio de presenca da proteina NcROP4 foi desenvolvido para determinar o
momento em que NcCROP4 é encontrada e a sua localizacdo apds o processo de invasao.
Para tanto, células HelLa foram plaqueadas e cultivadas em meio RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino (1 x 10* células por pogo) em laminas com cameras
(Lab-Tek chambered coverglass, Nunc, Nova York, EUA) até atingirem confluéncia.
Apos isso as células foram infectadas em MOI 5 (cinco parasitos por célula) e em
diferentes momentos (3, 6 e 18 horas) as células foram fixadas com metanol. O
processo de marcacdo procedeu-se do mesmo modo que na imunofluorescéncia indireta
e as imagens foram analisadas e documentadas em microscopio invertido de
epifluorescéncia (FSX100, Olympus, Japdo).

A presenca da proteina em células HelLa foi mensurada através de
imunomarcacdo analise em citometria de fluxo. Células HelLa foram plaqueadas e
cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (8 x 10° células
por po¢o) em placas de cultivo de 12 pocos estéreis (BD Biosciences, Franklin Lakes-
NJ, EUA). Apés a confluéncia da monocamada, as células foram infectadas em MOI 5,

descoladas com EDTA centrifugadas a 450 x g durante 10 minutos, lavadas trés vezes
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com PBS e fixadas em 4% de formaldeido a 4°C por 30 minutos. As células foram
lavadas e permeabilizadas com PBT durante 20 minutos. Apos este periodo, as células
foram incubadas com sobrenadante de cultura de hibridoma com o mAb 20D2 diluido
em PBT (1:2), durante uma hora, a 37°C. Utilizou-se o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo marcado com AlexaFluor 488 diluido em PBT (1:2000) durante uma hora,
a 37°C. As células foram adquiridas em citdmetro de fluxo (FACS Canto II, BD
Biosciences) e analisadas por meio do software FlowJo (Versdo X, TreeStar, Ashland-

OR, EUA).

4.9 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

ELISA indireto para deteccao de IgG de camundongos e suas subclasses especificos
Soro de camundongos infectados com N. caninum foram submetidos ao ELISA
indireto utilizando NLA e rNcROP4 para avaliar o perfil de sororreatividade de IgG e
suas subclasses (IgG1 e 1gG2a) aos antigenos. Para tanto, placas de microtitulacdo de
poliestireno de alta afinidade (Costar 3590, Bloomington, EUA) foram sensibilizada
com NLA (10 pg/mL) ou rNcROP4 (5 upg/mL) diluidos em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C. Ap6s 0 processo de adsorcao, 0s
sitios inespecificos de ligacdo foram bloqueados com PBS contendo 0,05% de Tween
20 (PBS-T) e leite desnatado (PBS-TM) a 5% por uma hora a temperatura ambiente.
Cada placa foi incubada com soros de camundongos infectados e ndo infectados
(controle) na diluicdo 1:25 em PBS-TM a 5% a 37°C por uma hora seguido por lavagem
em PBS-T. Subsequentemente, adicionou-se as placas anticorpos secundarios 1gG de
coelho anti-lgG de camundongo (1:1000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), IgG de

coelho anti-lIgG1 (1:4000) e anti-lgG2a (1:2000) (Caltag, South San Francisco, EUA)
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marcados com peroxidase em PBS-TM a 1% incubado por uma hora a 37°C. Apos
lavagem em PBS-T, a reagdo foi desenvolvida através da adi¢do do substrato da enzima
(0,03% H,0, e 0,01M 2,2’-azino-bis-acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico ABTS;
KPL) e a leitura da densidade Optica foi obtida a 405 nm, em espectrofotdmetro
(SpectraMax M2e, Molecular Devices).

Em todos os ensaios dois soros positivos e trés soros negativos obtidos a partir
animais sabidamente infectados ou ndo com N. caninum foram incluidos em cada placa
de ELISA como controle da reagdo. O limiar de reatividade das reagdes foi calculado a
partir da média da Densidade Optica (DO) para os soros controle negativo acrescido de
trés desvios-padrdo. Os titulos de anticorpo foram expressos em indice ELISA (IE),
como descrito por Silva e colaboradores (2002) (IE = DO amostra / DO cut off).

ELISA avidez

ELISA avidez procedeu-se semelhantemente ao ELISA indireto para deteccao
de 1gG contra NLA e NcROP4 de camundongos. Um passo adicional foi executado:
apos incubacdo com o soro, as placas foram lavadas e adicionou-se ureia a 6 M durante
10 minutos para remover o0s anticorpos de baixa avidez por nova lavagem. Os resultados
foram expressos em indice de avidez (1A), calculado como a razdo entre os valores de
indice ELISA obtidos a partir das amostras tratadas (U+) e as amostras nao tratadas com
ureia (U-) de acordo com a férmula geral: 1A (%) = [(IE U +) / IE (U-)] % 100.

ELISA indireto para deteccdo de IgG de bovinos e caninos utilizando NLA e rNcROP4

ELISA indireto foi realizado para deteccdo de IgG de bovinos e caninos
especificos a NLA e rNcCROP4. Os passos dessa reacdo assemelhou-se ao ELISA para
deteccdo de 1gG em soro de camundongo, variando as diluigdes dos soros de bovino
(1:200) e canino (1:100) e dos respectivos conjugados (1:20000 e 1:5000) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA).
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ELISA reverso para deteccao de IgG de bovinos e caninos anti-NcROP4

ELISA reverso foi desenvolvido utilizando o mAb 20D2 como anticorpo de
captura da proteina NcROP4 presente no NLA como previamente descrito por Carvalho
et al., (2008). Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Costar 3590,
Bloomington, EUA) foram adsorvidas com o sobrenadante de cultura do hibridoma
secretor do mAb 20D2 diluido (1:1) em tampdo carbonato-bicarbonato a 0,06 M (pH
9,6) durante 18 horas a 4°C. Apds incubacdo, procedeu-se a lavagem das placas em
PBS-T e os sitios inespecificos foram bloqueados com o0 PBS-TM a 5% por uma hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas e incubadas com NLA
(20 pg/mL) diluido em PBS-TM a 5% por uma hora a 37°C. Os demais passos da
reacao (diluicdo do soro e conjugado) foram iguais ao ELISA indireto para detecgdo de

IgG de bovinos e caninos.

4.10 Andlise estatistica

Os valores foram expressos em média desvio padrdo ou erro padrdo da média
quando as amostras apresentavam distribuicdo normal e em mediana e intervalo de
confianga quando as amostras ndo passavam pelo teste de normalidade. Empregou-se o
teste t de Student para distribui¢cbes normais ou Mann-Whitney quando ndo passavam
no teste de normalidade a fim de comparar diferencas das médias entre os niveis de
anticorpos expressos em indice ELISA. A associacdo entre a razdo de 1gG2a:1gG1 foi
analisada pelo teste de t de Student. Valores de erro p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todas as analises foram realizadas utilizando o software

GraphPad Prism (GraphPad, La Jolla-CA, EUA).
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5. Resutraddes




5.1 NcROP4 ¢ expressa durante o processo de invasdo e € secretada para o

citoplasma de células HelLa

Por meio de ensaios de imunofluorescéncia indireta e imunomicroscopia
eletronica foi confirmada a ligacdo do anticorpo monoclonal a proteina NcROP4. Pdde-
se observar a marcacdo de roptrias de taquizoitas de N. caninum evidenciando o
reconhecimento da proteina NcROP4 neste compartimento (Figura 3).

Foi analisado a expressdo de NcCROP4 durante o processo de infeccdo em células
HeLa e detectou-se a expressao da proteina de forma tempo-dependente, exibindo pico
de expressdo as 18 horas. Quanto a localizagdo, observou-se que a proteina fica retida
no vacutolo parasitéforo no inicio da infeccdo (3 horas) e, com o passar das horas, a
proteina é encontrada de forma difusa no citoplasma da célula hospedeira (6 e 18 horas)

(Figura 4).
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Figura 3 — Reacédo de imunofluorescéncia indireta e imunomicroscopia eletrénica
evidenciandso o reconhecimento do anticorpo monoclonal a proteina NcCROP4. (A)
Imunofluorescéncia com anticorpo primario policlonal anti-N. caninum. (B)
Imunofluorescéncia com anticorpo primario monoclonal 20D2 anti-NcROP4. (C e D)
Microscopia eletrénica de transmissdo e marcacdo da proteina NcROP4 (no interior de
roptrias — R) pelo anticorpo monoclonal 20D2 reconhecido por anti-lgG de
camundongo marcado com ouro coloidal (setas).
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Figura 4 — Analise por microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo da
expressao e localizacdo de NcCROP4 de N. caninum durante a invasdo em células
HeLA. (A) NcROP4 em verde (AlexaFluor488) e nucleo celular em azul (DAPI). (B)
Porcentagem de célula com NcROP4.,
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5.2 Mapeamento de epitopos de células B em NcROP4

Os resultados do mapeamento de epitopos de células B em NcROP4
evidenciaram que a proteina apresenta 23 potenciais epitopos (Figura 5). O epitopo
ligante da regido reconhecida pelo mAb 20D2 foi identificado através da selegdo de
peptideos presente em biblioteca de phage display. A partir da biblioteca
conformacional de peptideos constituidos por sete aminoacidos presente em
bacteriofagos foi possivel identificar 17 diferentes sequéncias ligantes ao anticorpo,
enquanto a utilizacdo da biblioteca de peptideos de 12 aminoacidos permitiu a
identificacdo de oito sequéncias ligantes ao mAb. Realizou-se o alinhamento das
sequéncias dos peptideos selecionados por phage display com a sequéncia de NcCROP4
para verificar a regido reconhecida pelo anticorpo 20D2, desse modo, observou-se que 0
epitopo de ligacdo do mAb se localiza entre os aminoacidos 360 e 400 da sequéncia

nativa (Figura 6).
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Figura 5 — Predicdo de epitopos de célula B para NcROP4 segundo “Bepipred
Linear Epitope Prediction”. Eixo Y inicia com o limiar de predicdo de 350. Eixo X
representa a sequéncia de aminoacidos nativos.
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Figura 6 — Analise in silico da estrutura tridimensional de NcROP4 e alinhamento
da sequéncia proteica com peptideos selecionados por phage display. Parte superior
da figura: estrutura tridimensional de NcCROP4 com a regido ligante do mAb 20D2
(vermelho). Parte inferior da figura: alinhamento das sequéncias de aminoécidos de
NcROP4 com os peptideos selecionados pro phage display, os aminoacidos
coincidentes entre as sequéncias estdo destacados em vermelho.
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5.3 Clonagem e purificacdo de rNcROP4 em modelo procarioto (E. coli)

DNA plasmidial de rNcROP4 foi clonado e amplificado em E. coli e purificado
em cromatografia de afinidade (Ni’*). Para avaliar se o plasmideo foi inserido em
colénias previamente selecionadas, o DNA plasmidial foi extraido, amplificado e
analisado em gel de agarose e constatou-se que todas as coldnias transformadas
apresentavam o DNA plasmidial. Apds inducdo, a expressdo de rNcROP4 foi avaliada
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% onde observou-se expressdo da proteina por
E. coli (Figura 7).

A purificacdo de rNcROP4 foi avaliada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
10%, onde observou-se a purificacdo de uma proteina de 65kDa nos diferentes eluatos.
Confirmou-se que era a proteina em questdo utilizando soro de camundongo infectado

com N. caninum por Western blotting em gel 10% (Figura 8).
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Figura 7 — Expressdo de rNcROP4 em E. coli. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE
10% constatando a presenca da proteina NcROP4 recombinante em colénias de E. coli
induzidas e ndo induzidas por IPTG. Primeira raia: lisado de E. coli previamente
induzida. Segunda raia: lisado de E. coli ndo induzida. Peso molecular da proteina: 65
kDa.
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Figura 8 — Purificagdo e reconhecimento de rNcROP4. (A) Gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 10% da purificacdo de rNcROP4 em coluna de afinidade. Raia 1— Lisado
soluvel de E. coli, “aplicado”. Raia 2 — Nao ligado “void”. Raias 3 a 5 — Proteina
recombinante purificada (seta). (B) Western blotting do reconhecimento de rNcROPA4.
Raias 1 e 2 — Setas indicando a ligacdo de soro de camundongo infectado por N.

caninum reconhecendo a proteina de 65 kDa. Raia 3 — soro de camundongo negativo
para N. caninum (rNcROP4).
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5.4 Anticorpos 1gG especificos contra rNcROP4 sdo produzidos na fase cronica da

infeccdo em camundongos

A producdo de anticorpos 1gG anti-NLA foi detectada em camundongos
infectados por N. caninum apds 7 dias, aumentou até 30 dias pos-infecgdo e manteve-se
constantes nos demais momentos da cinética (60 e 90 dias). A sororreatividade a
rNcROP4 foi constatada somente ap6s 30 dias de infeccdo e elevou-se no decorrer do
tempo (60 e 90 dias) (Figura 9A).

A fim de avaliar a forca de ligacdo de anticorpos IgG, foi mensurado a avidez
dos anticorpos anti-NLA e anti-rNcROP4. Os resultados evidenciaram que 1gG anti-
NLA apresenta média avidez no inicio da infeccdo (7 dias) e alta nos demais momentos.
Ja anticorpos 1gG anti-rNcROP4 exibem alta avidez sempre que detectados — a partir
dos 30 dpi (Figura 9B).

Com relacdo as subclasses de 1gG, verificou-se que a deteccdo de anticorpos
IgG1 anti-NLA ocorreu no inicio da infeccdo (7 dias), apresentando incremento
consideravel a partir dos 30 dpi, mantendo-se constante no decorrer da infeccdo.
Anticorpos 1gG1 anti-rNcROP4 foram detectados de forma limitrofe inicialmente com
15 dias de infeccdo. Todavia, a sororreatividade estabeleceu-se efetivamente com 30
dias de infeccdo e manteve-se constante no decorrer da cinética analisada (Figura 10A).

A deteccdo de anticorpos 1gG2a anti-NLA demonstrou um perfil cinético
semelhante ao observado para os anticorpos 1gG especificos, no qual a reatividade
ocorreu desde inicio e aumentou no decorrer da infeccdo. Ja a deteccdo de anticorpos
lgG2a anti-rNcROP4 foi observada 30 dias apds a infeccdo, aumentando sua
concentracdo e mantendo niveis constantes durante toda a cinética (Figura 10B). A

razdo 19G2a:lgG1l permitiu constatar que IgG anti-NLA apresentaram diferenca
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significante na producdo das subclasses de IgG com 0, 7 e 15 dias de infeccdo e nos
demais momentos avaliados (30, 60 e 90 dias) tal diferenca ndo foi observada. Ja para

rNcROP4 ndo houve distingdo entre as subclasses em nenhum momento da cinética

(Figura 10C).
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Figura 9 — Perfil de reconhecimento de a NLA e rNcROP4 de camundongos
experimentalmente infectados por N. caninum. (A) Sororreatividade de 1gG total, (B)
indice Avidez de anticorpos IgG anti-NLA e anti-rNcROP4. A linha pontilhada
horizontal em A representa o limiar de reatividade para cada reacdo (IE>1,2).

62



>

—o— NLA
—_ —u— NcROP4
<
2]
-
w
Q
o
2
£
o
=
B
—eo— NLA
< -#- NcROP4
(2]
3
L
<]
o
2
=
3]
o~
)
=
ol T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90
Dias pés infecgao
C 4
—o— NLA
—#—- NcROP4

«w
|

—
dh[

Razao IgG2a/lgG1
i

0 I I I I I 1
0 15 30 45 60 75 90

Dias pés infecgao

Figura 10 — Perfil de reconhecimento de 1gGl e 1gG2a a NLA e rNcROP4 de
camundongos experimentalmente infectados por N. caninum. Sororreatividade de
(A) 1gG1 e (B) 1gG2a. (C) Razéo entre 1gG1:1gG2a. As linhas pontilhadas horizontais
dos graficos A e B representam o limiar de reatividade para cada reacdo (IE>1,2).
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5.5 Anticorpos IgG de bovinos reconhecem NcROP4 na fase crénica da infeccéo e

reexposicao ao parasito

A producéo de anticorpos 1gG anti-NLA e anti-NcROP4 por bovinos infectados
experimentalmente foi determinada por ELISA indireto e ELISA reverso. De modo
geral, a soroconversdo para NLA foi observada ap6s 15 dias de infeccdo. Os niveis
séricos de 1gG aos antigenos sollveis de N. caninum perdurou até cerca de 160 dias,
momento em que ocorreu uma diminuicdo na deteccdo desses anticorpos a niveis basais
até o momento da reinfecgdo (276 dias), que demonstrou pico na producdo de 1gG
contra NLA. Através do ELISA indireto utilizando rNcROP4, constatou-se que a
sororreatividade ocorreu apés 44 dias de infeccdo, que permaneceu constante até a
reinfeccdo, momento em que semelhantemente a NLA ocorreu um pico de
reconhecimento. Contudo, anticorpos IgG anti-NcROP4 detectados pelo ELISA
reverso foram moderadamente observados durante a infeccdo precoce (15 dias) e
manteve niveis basais até 0 momento da reinfeccdo. Semelhantemente a deteccdo de
IgG anti-NLA e anti-rNcROP4, a deteccdo de 1gG contra NcROP4 nativa foi
consideravelmente maior na reinfecgdo, estabelecendo um pico de detecgdo apos 300
dias da primeira infeccdo, determinando sororreatividade somente neste momento

(Figura 11).
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Figura 10 - Cinética de sororreatividade a NLA e NcROP4 por bovinos
experimentalmente infectados com N. caninum. Soro de bovinos infectados foram
testados para NcROP4 nativa (linha preta), NLA (linha verde) e rNcROP4 (linha azul).
Com controle utilizou-se soro de animais ndo infectados (linha vermelha). A linha
pontilhada vertical evidencia 0 momento de reinfeccdo (276 dias). A linha pontilhada
horizontal representa o limiar de reatividade para cada reagao (IE>1,2).
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5.6 Anticorpos IgG de animais naturalmente infectados por N. caninum exibem

sororeatividade a NLA, a rNcROP4 e a NcROP4 nativa

ELISA indireto e ELISA reverso foram utilizados para detectar 1gG anti-NLA,
anti-rNcROP4 e anti-NcROP4 em soro de bovinos e caninos infectados naturalmente.
Como esperado, todas as 27 (100%) amostras do grupo contendo bovinos positivos
foram soropositivos para NLA, enquanto 22 (81%) foram soropositivas para rNcCROP4
e nove (30%) foram soropositivos para NCROP4. Nenhuma amostra do grupo de
bovinos negativos demonstrou sororreatividade a NLA, rNcCROP4 e NcROP4 (Figura
11).

No grupo de caninos positivos todas as 21 (100%) amostras foram sororreativas
para NLA, 18 (86%) soropositivas para rNCROP4 e nove (43%) para NcROP4. No
grupo de caninos negativos ndo houve sororreatividade para os diferentes antigenos

testados (Figura 12).
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Figura 11 — Sororreatividade de 1gG de bovinos a NcCROP4, NLA e rNcROP4 em
amostras de soro previamente triadas por RIFI e ELISA. (A) Amostras de soro de
bovinos positivos para N. caninum. (B) Amostras de soro de bovinos negativos para N.
caninum. As linhas pontilhadas horizontais representam o limiar de reatividade para
cada reagdo (IE>1,2).
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Figura 12 — Sororreatividade de 1gG de caninos a NcROP4, NLA e rNcROP4 em
amostras de soro previamente triadas por RIFI e ELISA. (A) Amostras de soro de
caninos positivos para N. caninum. (B) Amostras de soro de caninos negativos para N.
caninum. As linhas pontilhadas horizontais representam o limiar de reatividade para
cada reacédo (IE>1,2).
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O estudo de componentes secretorio de parasitos do filo Apicomplexa é
importante para compreender a imunogenecidade, avaliar fatores de viruléncia e
desenvolver métodos diagnosticos efetivos para doencas infecciosas. Ja havia sido
demonstrado a imunogenicidade de NCROP4 de N. caninum através do
desenvolvimento do anticorpo monoclonal 20D2 (SOHN et al., 2011). No presente
estudo, esse anticorpo foi utilizado como ferramenta para avaliar expressdo e
localizagdo dessa proteina e no incremento de um possivel teste diagndstico da infeccdo
por N. caninum.

Acerca da presenca de NcROP4 foi observado que a proteina é presente durante
todo o curso da infeccdo em células HeLa, de maneira crescente, apresentando altos
niveis de expressdo com 6 e 18 horas de infeccdo. Sabe-se que as proteinas de roptrias
sdo extremamente importantes para a invasdo e estabelecimento do parasito por
participarem da formacdo e manutencdo do vacutolo parasitéforo e recrutarem organelas
celulares como mitocdndria para préximo do compartimento parasitado (BECKERS et
al., 1994; CARRUTHERS et al., 1999; NAKAAR et al., 2003; CAREY et al., 2004;
BINDER e KIM, 2004; KESSLER et al., 2008). Com relacéo a localizacdo do parasito,
observou-se que no inicio da infecgdo (3 horas) NcCROP4 encontrava-se no vacuolo
parasitéforo, apds esse tempo, a proteina localizava-se no citoplasma celular (6 e 18
horas). Semelhante a NcROP4, ROP4 de T. gondii é secretada no interior do vactolo
parasitoforo (\VVP) aonde torna-se fosforilada (CAREY et al., 2004), jA ROP2, ROP5 e
ROP18 acoplam-se a membrana do VP e ROP5 e ROP18 passam a apresentar atividade
pseudoquinase e quinase, respectivamente, entretanto, essa capacidade nao é confirmada
em N. caninum sendo um fator chave na diferenca da viruléncia entre os dois parasitos
(HANKS e HUNTER, 1995; NAKAAR et al., 2003; EL-HAJJ et al., 2006; SAEIJ et al.,

2006; TAYLOR et al., 2006; EL-HAJJ et al., 2007; LEI et al., 2014). Apos replicacao,
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N. caninum por apresentar ciclo litico, rompe a célula, permitindo que o contetdo
citoplasmético extravase para o espaco extracelular (DUBEY e LINDSAY, 1996).
Desse modo, as proteinas dos parasitos presentes no citoplasma celular podem ser
reconhecidas pelo sistema imune e consequentemente gerar resposta humoral com
producdo de anticorpos epitopos-especificos podendo auxiliar no desenvolvimento de
uma ferramenta adicional no sorodiagndstico da neosporose.

Sabe-se que o diagnostico de tal doenca € realizado por diversos testes
sorolégicos incluindo imunofluorescéncia indireta (RIFI) com taquizoitas,
immunoblotting (IB) com diversas fracGes antigénicas, teste de aglutinacdo direta
(DAT) e uma variedade de ELISA (PACKHAM, et al., 1998; ATKINSON et al., 2000;
DUBEY, 2003; DUBEY et al., 2007). A RIFI é considerada padrdo ouro no
sorodiagnostico, contudo tal teste detecta apenas a presenca de anticorpos IgG contra o
patdgeno, constatando soropositividade ou soronegatividade (DUBEY, 2003; DUBEY e
SCHARES, 2006; GHALMI et al., 2012) e ndo considera 0 momento exato da infeccéo.
Desse modo, a utilizacdo de antigenos especifico do parasito no sorodiagnostico pode
indicar a fase de infeccdo do hospedeiro.

Um modo de verificar se um antigeno pode ser utilizado no diagnéstico de uma
doenca infecciosa € por meio de andlises de bioinformatica e de phage display que
visam avaliar as regiGes de proteinas preditas como epitopos de célula B. No presente
estudo tais técnicas foram empregadas para determinar 0s possiveis epitopos de
NcROP4 e a regido ligante do mAb 20D2. O phage display consiste em uma tecnologia
baseada em DNA recombinante que resulta na expressdo de varios peptideos clonados
em bacteridfagos. Por meio de selecdo, peptideos de alta afinidade se ligam a anticorpos
e sdo denominados mimetopos (GERMASCHEWSKI et al.,, 1995; SMITH e

PETRENKO, 1997; WANG e YU, 2004). Essa técnica é utilizada na determinacdo de

71



mimetopos utilizados em vacinas e diagnostico de diversas doengas parasitarias como
malaria (DEMANGEL et al., 1996; GREENWOOD et al., 2001), doenca de Chagas
(PITCOVSKY et al., 2001) e toxoplasmose (BEGHETTO et al., 2003a; CUNHA-
JUNIOR et al., 2010). Através de tais analises foi possivel constatar que NcROP4
apresenta 23 possiveis epitopos de célula B e 0 mAb 20D2 liga-se ao residuo de 360 a
400 aminoacido da proteina. Esses dados foram importantes no desenvolvimento de
sorodiagnostico baseado em ELISA indireto e reverso com o mAb 20D2.

O ELISA reverso se baseia na captura da proteina antigénica por um mAb que,
por consequéncia bloqueia o epitopo ao qual se liga durante tal captura (CARVALHO
et al., 2008). Através disso, a proteina NcCROP4 com o epitopo ligante de 20D2
bloqueado foi utilizada para avaliar seu potencial marcador de fase de infecgdo e pdde-
se observar que a proteina pode ser utilizada como marcador de reinfec¢do. Carvalho e
colaboradores (2008) utilizaram esta técnica com mAb’s contra SAG1, SAG2A e p97
de T. gondii para avaliar a deteccdo de anticorpos de diferentes isotipos no diagnostico
da toxoplasmose em humanos e revelaram maior sensibilidade e especificidade do que
no ELISA indireto utilizando antigenos solUveis do parasito.

Para avaliar o potencial sorodiagnéstico da proteina por ELISA indireto,
NcROP4 recombinante, apresentando epitopo ligante de 20D2 livre, foi expressa em
modelo procarioto. Diferentemente do ELISA reverso, tal proteina foi reconhecida por
IgG de camundongos e bovinos cronicamente infectados, diferentemente do antigeno
soltvel de N. caninum (NLA) que foi detectado durante todas as fases de infec¢do tanto
em modelo bovino e murino quanto em animais infectados naturalmente. Esses dados
constatam que o epitopo ligante de 20D2 bloqueia a ligacdo de anticorpos marcadores

de fase crnica durante o ELISA reverso e 0s demais epitopos determinam a reinfeccéo.
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Aguado-Martinez e colaboradores (2008) utilizaram a proteina de superficie
NCcSAG4 e de granulo denso NcGRATY recombinantes para avaliar potencial marcador
de fase de infeccdo em bovinos e constataram que rNcGRAY pode ser utilizada como
marcador de fase aguda (primo-infeccdo, reinfeccdo ou recrudescéncia) e rNcSAG4
como marcador de fase crénica da infecgdo. Hiasa e colaboradores (2012) utilizaram
rNcGRAY e rNcSAGL1 e certificaram que as proteinas indicam ativacdo da infeccao,
sendo uma ferramenta adicional no diagndstico de bovinos prenhes. Diversos outros
estudos vém utilizando proteinas nativas ou recombinantes de parasitos para obtencédo
de um diagnéstico mais sensivel e especifico e alguns destes visam desenvolver
diagnosticos especificos ao estagio de infeccdo do hospedeiro (KRAUTZ et al., 1995;
NISHIKAWA et al., 2001; DANIEL et al., 2002; BEGHETTO et al., 2003b; GHALMI
etal., 2009; HOSSEININEJAD et al., 2010; HE et al., 2013; DRAPALA et al., 2014).

Avaliou-se também as subclasses de 1gG detectados no ELISA indireto com
NLA e rNcROP4. Observou-se que a producdo de 1gG1l anti-NLA inicia-se na fase
aguda com baixos niveis e aumenta na fase cronica, ja 1gG2a anti-NLA ¢é detectada
durante toda a infeccdo. 1gGl e 1gG2a anti-rNcROP4 foram detectadas
semelhantemente na fase cronica o que revela que a deteccéo de subclasses de 1gG anti-
NcROP4 nédo oferece informacbes adicionais sobre a fase de infec¢do. Dados
confirmados pela analise da razdo 1gG2a:lgG1l. Com relacdo a avidez de anticorpos
anti-NLA e anti-rNcROP4, também ndo houveram informacdes adicionais quanto a fase
de infecgdo, sendo que ambos apresentam alta avidez durante a fase crénica da infeccao.

Por fim, os resultados apresentados sugerem que NCROP4 recombinante é um
marcador de fase cronica de infecgdo por N. caninum durante o sorodiagnostico por
ELISA indireto e por meio do ELISA reverso com o0 mAb 20D2, NcROP4 é um

marcador de reinfecgéo.
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Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

- NcROP4 é presente progressivamente durante a infecgdo por N. caninum em células

HelLa sendo exportada para o citoplasma da célula hospedeira no decorrer da infeccao.

- NcROP4 apresenta 23 regides preditas epitopos de células B em analises de

bioinformatica.

- O mADb 20D2 se liga a regido entre os aminoacidos 360 e 400 de NcROP4.

- Camundongos infectados experimentalmente por N. caninum produzem anticorpos

IgG de altas avidez e as subclasses I1gG1l e IgG2a anti-rNcROP4 ap6s 30 dias de

infeccéo.

- Anticorpos IgG de bovinos anti-NcROP4 é detectado ap0s reinfeccdo no ELISA

reverso e durante a fase cronica no ELISA indireto com rNcROP4.

- Anticorpos de bovinos e caninos infectados naturalmente por N. caninum reconhecem

parcialmente NcROP4, evidenciando a fase cronica ou reinfeccdo da doenca.

- NcCROP4 pode ser utilizada como marcador de fase cronica da infeccdo por N.

caninum, sendo uma estratégia adicional no sorodiagndstico da neosporose.
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