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1 INTRODUCAO

A neosporose € uma doenca parasitaria causada pelo protozoario intracelular
Neospora caninum. Esta é uma enfermidade importante principalmente em bovinos,
devido a ocorréncia de abortos nos animais infectados causando grandes perdas
econdbmicas na pecuaria de corte e de leite de varios paises do mundo. Este
protozoario € um dos agentes etiologicos de maior eficiéncia quanto a transmissao
transplacentaria. Em alguns rebanhos, taxas de prevaléncia de até 90% podem ser
detectadas onde a maioria dos terneiros nasce saudavel, mas portadores (Dubey et
al., 2002). Estes terneiros persistentemente infectados sdo muito importantes na
epidemiologia da enfermidade e constituem-se nos principais responsaveis pela
manutencao do agente em um rebanho (Dubey, 2003).

A vacinacao contra a neosporose € uma estratégia possivel para o controle
da doenca, no entanto, desenhar uma vacina efetiva contra a infeccdo por N.
caninum é um desafio (Gongalves et al.,, 2008). A NcSRS2 é uma proteina de
superficie imunodominante, que pode ser reconhecida pelo soro de animais
infectados, e desta forma apresenta potencial para ser utilizada como antigeno
vacinal (Hemphill etal., 1997; Hemphill & Gottstein, 1996).

NcSRS2r foi expressa no sistema eucarioto Pichia pastoris, e assim foi
realizada a produgdo da proteina. Este sistema de expressdoem levedura tem
demonstrado ser geneticamente estavel, pois uma vez transformadas, sdo capazes
de crescimentoem meios de cultura relativamente simplese de producao
em escala industrial (Cereghino et al. 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a imunogenicidade e a antigenicidade da
proteina NcCSRS2 recombinante associada a diferentes adjuvantes.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para a construcdo do vetor de expressao em P. pastoris, 0 gene da proteina
NcSRS2 foi amplificado com oligonucleotideos iniciadores especificos e clonado em
vetor de expressdo em P. pastoris (PPICZalfaB-ncsrs2). A expressdo da proteina
recombinante foi induzida com metanol em 1000 mL de meio BMMY por 5 dias em
fermentador. A proteina recombinante foi precipitada com sulfato de amdnio,
dialisada e posteriormente liofilizada. A concentracdo da proteina foi determinada
pelo método de BRADFORD e sua antigenicidade confirmada por Dot blot utilizando-
se anticorpos produzidos em camundongo.

As vacinas recombinantes obtidas foram associadas a adjuvantes como o
Oleo, polissacarideo bacteriano e o hidroxido de aluminio, e inoculadas em
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camundongos Balb/c fémeas com 6 a 8 semanas de idade divididas em 5 grupos
com 10 animais. As inoculagdes foram realizadas no dia zero com reforgo aos 21 por
via intramuscular (IM) ou subcutanea (SC) sendo testada uma dose vacinal de
50ug/ul. Amostras de sangue foram coletadas através de puncao do plexo venoso
retro-ocular, semanalmente. Os anticorpos produzidos foram isotipados (lgG1 e
lgG2). A avaliacdo do titulo de anticorpos gerados das diferentes formulagbes de
vacina foi avaliada por ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assays) indireto
utilizando a NcSRS2r (0,100 ug/mL) para a sensilibizacdo de placas de poliestireno.
Os soros dos camundongos (1:100) e o anti-soro IgG total, IgG1l e IgG2a de
camundongo conjugado com peroxidase (1:2000) foram diluidos em tampao PBS-T.
A reacdo foi desenvolvida com OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) e a
densidade 6tica (OD) medida a 492 nm em leitor de ELISA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

P. pastoris foi transformada com sucesso, e a expressdo da proteina
NcSRS2r foi confirmada por Dot blotting, utilizando soros de camundongos
imunizados com a proteina NcSRS2 recombinante de Escherichia coli na diluicdo de
1:200 em PBS-T, como mostra a fig. 1. Sugerindo que a proteina recombinante
apresenta potencial antigénico.

Figura 1 - Dot Blot da proteina NcSRS2r expressa em Pichia pastoris. A) Soro de
camundongo positivo e B) Soro de camundongo negativo.

Os camundongos imunizados com a proteina recombinante NcSRS2
associada aos adjuvantes (6leo, polissacarideo bacteriano e o hidréxido de aluminio)
foram capazes de induzir uma resposta imunoldgica especifica. A partir do 14° dia
do inicio da vacinacdo, ja foi possivel detectar no ELISA indireto a presenca de
anticorpos especificos contra a proteina NcSRS2r. Nao foi observada resposta
imunoldégica no grupo imunizado somente com a proteina, assim como no grupo
controle negativo imunizado com PBS-T, conforme fig. 2.
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Figura 2 - Resposta imunoldgica induzida pelas vacinas recombinantes avaliada através de
ELISA indireto (titulos de IgG total). Xantana corresponde ao polissacarideo bacteriano.

Durante a isotipagem, foi observada a mesma cinética entre os diferentes
grupos. Os titulos de IgG1 foram maiores em todas as formulac¢des testadas quando
comparados aos titulos de 1gG2a, de acordo com as figs. 3 e 4.
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Figura 3 - Resposta imune humoral induzida pelas vacinas recombinantes avaliada através de
ELISA indireto (titulos de IgG1). Xantana corresponde ao polissacarideo bacteriano.
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Figura 4 - Resposta imune celular induzida pelas vacinas recombinantes avaliada atraves de
ELISA indireto (titulos de IgG2a). Xantana corresponde ao polissacarideo bacteriano.
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4 CONCLUSAO

A proteina recombinante expressa em P. pastoris mostrou-se antigénica e foi
capaz de induzir uma resposta vacinal, comprovando assim, sua imunogenicidade.
Estes resultados sugerem que este antigeno possa ser utilizado em programas de
vacinacdo, porém mais experimentos se tornam necessarios, podendo possibilitar
uma protecao eficaz e importante para o controle da neosporose. Por isso, a sua
producdo deve ser considerada prioritaria para melhorar os indices produtivos do
gado de corte e leite no Pais.
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