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1 INTRODUCAO

A Neoposorose, causada pelo protozoario Neospora caninum, possui grande
importancia veterinaria por causar aborto, natimortos, nascimentos prematuros e
infeccbes em bovinos, seu hospedeiro intermediario, e doengcas neuromusculares
em caninos, seu hospedeiro definitivo, além de causar infecgcbes em outras espécies
ruminantes, como cabras, ovelhas e veados (ANDREOTTI et al., 2003; DUBEY et
al., 2006). Desde a descoberta do N. caninum em 1999, onde até entdo era
diagnosticado erroneamente como Toxoplasma gondii devido a similaridade em
lesbes em exames histopatologicos, este agente vem sendo citado como um dos
principais causadores de abortos a bovinocultura mundial (DUBEY et al., 2006;
ANDERSON et al.,, 2000), destacando assim sua importancia econémica na
pecuaria.

A técnica de imunofluorescéncia, considerada como padrdo ouro no
diagnostico da Neosporose, Uutiliza taquizoitos intactos como antigenos visando a
ligacdo de anticorpos a proteinas de superficie celular do parasito (DUBEY et al.,
2006; BJORKMAN & UGGLA, 1999). Porém a técnica é laboriosa, devido a
manutencdo do cultivo do N. caninum in vitro, possui resultado subjetivo, devido a
reacfes cruzadas com outros parasitas coccideos, como o ja citado Toxoplasma
gondii (DUBEY et al., 2003), além de ndo permitir uma reprodutibilidade em larga-
escala. Em contraste, a técnica de Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
utilizando antigenos imunodominantes especificos de N. caninum permite uma alta
reprodutibilidade, eficiéncia na quantificacdo dos dados e dispensa o laborioso
cultivo celular.

A caracterizacdo de antigenos especificos do filo apicomplexa, o qual inclui o
género Neospora, proporciona baixa percentagem de reacdo cruzada com outros
parasitas do mesmo filo (BJORKMAN & UGGLA, 1999). Entre suas proteinas de
membrana imunodominantes, a Ncp43 destaca-se por estar presente tanto no
estagio de taquizoito quanto no estagio de bradizoito (NISHIKAWA et al., 2001) e foi
reportada como uma ferramenta em potencial na detec¢cdo de anticorpos presentes
em soros bovinos, reforcando o uso desta proteina em ensaios imunoenzimaticos
(BORSUK etal., 2010).

Devido ao exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
imunogénico da proteina imunodominante Ncp43 produzida em E. coli na
identificacdo de anticorpos presentes em soros de bovino, ovinos e caninos
naturalmente infectados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Expresséao da proteinarecombinante Ncp43 (rNcp43) em E. coli
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O gene o qual codifica a proteina Ncp43 foi clonado no vetor pET100/D-
TOPO e utilizado para transformar a cepa de E. coli BL21 Star por choque térmico.
Apoés a transformacdo, as bactérias foram cultivadas em 500 L de meio Luria
Bertani (LB) contendo ampicilina por 1 h a 37 °C, plaqueadas em meio LB solido e
incubadas overnight a 37 °C. As col6nias transformadas foram incubadas por 24 h a
37 °C em 10 mL de LB e este transferido para 500 mL de LB liquido contendo
ampicilina, novamente incubadas a 37 °C até a atingirem sua fase estacionaria de
crescimento com densidade 6ptica entre 0.6 e 0.8. A expressdo da proteina foi
induzida com isopropil a-D-thiogalactoside 0.75-mM (IPTG) e o pellet resultante foi
lisado em trés ciclos de sonicacéo (15 s, 20 kHz), lavado e ressuspendido em 30 mL
de Akta Wash com 0,2 % de Lauroyl Sarcosine, 30 i L de PMSF a 100 mM e 15 L
de Triton X-100; e mantido sob fraca agitacdo por 72 h a 4 °C. Decorrido este
periodo, as células foram novamente centrifugadas a 10.000 rpm por 60 mina 4 °C e
o0 sobrenadante contendo a proteina foi submetido a filtracdo em filtro 0,8 m
(Millipore). A purificacao foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna Hip
Trap (GE Healthcare) carregada com ions de Ni**, a concentracéo foi determinada
utilizando Kit BCA (Pierce, Rockford, IL, USA) e a expressao da proteina rNcp43 foi
confirmada em gel de SDS-PAGE e Western blotting usando anticorpos anti-x6His
produzidos em camundongo.

2.2 Soros

Os soros usados neste experimento foram cedidos pela professora Dr?
Nara Farias do Programa de Pés-Graduacdo em Parasitologia da Universidade
Federal de Pelotas, a partir de rebanhos utilizados em levantamentos
epidemiologicos de neosporose. Trinta soros bovinos, trinta soros ovinos e vinte
soros caninos foram usados, sendo metade destes positivos para N. caninum. Antes
dos ensaios as amostras foram previamente testadas por imunofluorescéncia
indireta (IFI) de acordo com PITEL et al.(2001).

2.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) indireto

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 50 ng/poco de rNcp43
em tampéao carbonato bicarbonato pH 9,6 overnight a 4 °C, lavadas com PBS Tween
20 0,05 % (PBS-T) e bloqueadas com 5 % de leite em p6 desnatado. Os soros
controles negativo e positivo e 0s soros de animais naturalmente infectados das
espécies bovina, ovina e canina, diluidos 1:100 em PBS-T foram adicionados e
mantidos por 1 h a 37 °C. Apos, 100 | L/poco de anticorpo anti-lgG conjugado a
peroxidase (Sigma Chemicals, USA) bovino (diluido 1:4000), ovino (diluida 1:2000) e
canino (diluida 1:5000) seguido de incubacdo a 37 °C por 1 h. As reagfes foram
reveladas com o substrato o-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) acrescido de
peréxido de hidrogénio, por 15 min no escuro. A leitura da densidade Optica foi feita
em filtro de 450 nm em leitor de ELISA (VICTOR™X5/2030 Multilabel Reader -
PerkinElmer). A solugdo de PBS-T foi utilizada em todas as lavagens de placa. A
andlise estatistica foi realizada através do calculo de média, desvio padrao e ponto
de corte, no qual foi utilizada a média de absorbancia dos soros negativos de cada
espécie acrescida de duas vezes seu desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi descrita a clonagem e a expresséo da proteina rNcp43 de N.
caninum em E. coli. A andlise por SDS-PAGE 12 % revelou uma banda
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caracteristica e de tamanho esperado, sugerindo a expressdo da proteina
recombinante (Figura 1A). Um ensaio de Western blot foi realizado para confirmar a
expressao especifica da rNcp43 (Figura 1B).
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Figura 1. Avaliagdo da expressdo da proteina rNcp43 em E.coli. Painel A: SDS-PAGE das

aliquotas contendo a proteina rNcp43. 1- E. coli BL21 Star expressando a proteina rNcp43, 2- extrato
de E. coli BL21Star. Painel B: Western blotting para detec¢éo da proteina rNcp43 expressa em E. coli
BL21 Star. 1- rNcp43 (~29kDa) de N. caninum, 2- Controle negativo (extrato de E. coli BL21Star), 3-
Controle positivo rAg85B (32.4 kDa) de Mycobacterium bovis.

ApOs a caracterizacdo da rNcp43, a reatividade dessa proteina foi avaliada
através de ELISA indireto utilizando um painel de soros de animais positivos e
negativos para a neosporose. Como pode ser observado, a rNcp43 foi reconhecida
por anticorpos presentes no soro de animais naturalmente infectados (Tabela 1).
Todos 0s soros positivos bovinos, ovinos e caninos reagiram no ELISA/rNcp43 e
obtiveram média de absorbéancia superior ao ponto de corte inferido, demonstrando
a imunogenicidade da proteina recombinante no diagnéstico da Neosporose nestas
trés espécies.

Tabela 1. Avaliagdo da imunogenicidade da proteina rNcp43 através de ELISA indireto.

Soros* Média (ABS) Desvio padrao () Ponto de corte
Bovino positivo 1,263 0,384 0.756
Bovino negativo 0,599 0,186
Ovino positivo 0,624 0,109 0.384
Ovino negativo 0,296 0,044
Canino positivo 0,322 0,049 0,234
Canino negativo 0,164 0,035

*Soros previamente testados por imunofluorescéncia indireta.

Os resultados obtidos para as espécies bovina e ovina estdo de acordo com
estudos realizados por BORSUK et al. (2010) e ANDREOTTI et al. (2009),
respectivamente.

Além disso, o recentemente desenvolvido ELISA-Sanduiche comercial
utilizando anticorpos monoclonais contra a proteina nativa Ncp43 foi validado para
diagnéstico de neosporose bovina e canina (GHALMI et al., 2009) e os resultados
obtidos neste experimento reforcam a utilizacdo da proteina recombinante Ncp43 em
ensaios imunoenzimaticos para neosporose canina.

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a
estratégia de expressdo da proteina em rNcp43 em E.coli foi eficiente, uma vez que
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possibilitou a clonagem e a producdo do alvo de N. caninum selecionado. Além
disso, os resultados do ELISA indireto proposto corroboraram com a técnica de
diagnostico padrdo. A proteina rNcp43 aqui produzida possui potencial para a
elaboracdo de ensaios que visem a deteccdo de N. caninum em soros de bovinos,
OVinos e caninos.
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