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1 INTRODUGCAO

Uma das causas de importantes perdas econdmicas na pecuaria em todo o
mundo € a parasitose causada pelo protozoario Neospora caninum agente da
neosporose. Este parasita foi motivo de muitos estudos que comprovaram a sua
relagdo com o aborto em bovinos, que, assim como 0s ovinos e outros mamfiferos,
participam do ciclo de vida do N. caninum como hospedeiros intermediarios. O
hospedeiro definitivo, e mais importante para que se mantenha a alta prevaléncia de
neosporose nos rebanhos bovinos de todo mundo, € o cao doméstico.

O parasito na forma de taquizoito caracteriza a forma aguda da infecgao,
podendo ser encontrado em células nervosas, macrofagos, células endoteliais
vasculares, miocitos, células epiteliais tubulares renais, hepatdcitos, coragao,
pumao, rins e placenta (DUBEY, 1999). Quando na forma de bradizoitos,
caracteriza a cronicidade da infec¢ao e esta presente, geralmente no tecido nervoso
dos hospedeiros intermediarios e raramente em tecido muscular (PETERS et al.,
2001).

O oocisto somente é liberado pelo hospedeiro definitivo e, apds esporulagao,
torna-se infectante para os hospedeiros intermediarios (McCALLISTER et al., 1998)
que podem pertencer a espécies silvestres e domésticas. A infeccdo do hospedeiro
intermediario bovino pode ocorrer por transmissdo vertical, tendo sido sugerida
como a principal via de transmissdo nos rebanhos (BJORKMAN et al., 1996).

Estudo da antigenicidade do parasito sugeriu que os antigenos mais especificos
encontram-se na superficie celular de N. caninum e testes sorolégicos que possuem
como alvo estes antigenos apresentam menor percentual de reagdes cruzadas com
parasitos do mesmo filo (BJORKMAN e UGGLA, 1999). Nesta perspectiva, os
antigenos protéicos imunodominantes de taquizoitos, p29, p35 e p43 (HOWE et al.,
1998), assim como outros alvos protéicos presentes na superficie de N. caninum sao
importantes para desenvolvimento de testes diagndsticos especificos para
neosporose em amostras clinicas de animais.

Para que seja feita a identificagdo da doenga na populagdo bovina e canina,
estudos sorologicos foram realizados em diferentes paises, tendo sido relatadas
taxas de prevaléncias variando de 10 a 60% (DUBEY et al., 2007).

O objetivo do presente estudo foi verificar se a proteina recombinante
NcSRS2 de N. caninum expressa em P. pastoris € reconhecida em ELISA por
anticorpos de caes naturalmente infectados por N. caninum.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas neste experimento soros de cades coletados de areas
endémicas da neosporose no Rio Grande do Sul.

O sangue periférico foi coletado da veia jugular de 65 caes adultos usando
uma agulha 22 g anexado ao Vacutainer tubos (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ).
O sangue permaneceu a temperatura ambiente para a formagcdo de coagulos,
centrifugado por 10min a 2000g para separagao de soro, e armazenado a -20 °C até
sua utilizagao.

O antigeno utilizado no ELISA indireto foi a proteina recombinante NCSRS2
de Neospora caninum produzida em P. pastori, conforme descrito por Pinheiro et al
(2011). O teste de ELISA foi realizado conforme descrito a seguir: placas de
poliestireno de 96 pogos de microtitulagdo (Polysorp Nunc, EUA) foram
sensibilizadas durante a noite a 4 °C com 50 ng / pogo de proteina recombinante
NcSRS2 em 0.05-M tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6). As placas foram entao
lavadas trés vezes com PBS 0,01 M com 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueado
com de 0,01 M PBS com leite desnatado 5% a 37 °C por 1 h. Apds trés lavagens
com PBS-T, as amostras de soro positivo e negativo e soros de controle, todos em
duplicata, foram diluidas a 1:100 em 0,01 M PBS-T e incubadas a 37 °C por 1 h.
Apos trés lavagens, 100 mL / pogo do conjugado IgG anti-canino ligado a peroxidase
diluida a 1:4000 em 0,01 M PBS-T, seguido por incubagdo a 37 °C por 1 h. Apds
mais cinco lavagens, 100mL do substrato (o-fenilenodiamina dicloridrato;
comprimidos OPD, Sigma Chemicals, EUA) em fosfato citrato-tampéao (0,4 mg / mL),
contendo 0,04% de 30% (v/ v) de peroxido de hidrogénio, pH 5.0, foram adicionados
a cada poco e as placas foram incubadas no escuro em temperatura ambiente por
15 min. A reacao enzimatica foi parada apds quinze minutos pela adicdo H2SO4 1N
(50ulL/orificio).

Os resultados de absorbancia obtidos foram lidos em espectrofotdmetro para
microplacas (TermoPlate), com comprimento de onda de 492nm. Os soros positivos
e negativos, bem como os testados foram avaliados em duplicata.

Para avaliar com preciséo a especificidade do diagnéstico e sua sensibilidade,
os resultados dos 65 soros caninos, com amostras positivas e negativas, foram
submetidas a Receiver Operating Characteristic (ROC ) e confirmada por analise
estatistica usando software MedCalc (versdo 10.3.0.0) (www.medcalc.be).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos realizados juntamente a este trabalho confirmaram através de SDS-
PAGE e Western Blot que P. pastoris expressou a proteina recombinante. Como a
rNcSRS2 foi reconhecida por soros de animais (caninos) naturalmente infectados e
comprovados por imunofluorescéncia indireta (IF1), sugere que a mesma manteve a
configuragao da proteina natural do protozoario, demostrando ser antigénica.

Na Fig. 1 observamos os resultados do ELISA com a rNcSRS2 dos caninos
testados frente a essa proteina recombinante através do teste ROC, onde se
verificou 21 soros positivos e 44 soros negativos.

Ha uma necessidade de um ensaio padronizado de diagndstico para a
deteccdo de N. caninum em espécies afetadas por neosporose, principalmente nas
populagdes de caes, visto a sua importancia epidemioldégica na transmissao
horizontal desta parasitose.


http://www.medcalc.be/
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Figura 1: ROC analise. Resultados do ELISA-NcSRS?2 de soros caninos apresentando 21 positivos e
44 negativos, que foram confirmados pela IFAT. (A) Distribuicdo de freqiiéncia dos soros, (1) positivos
e (0) negativos. As amostras foram consideradas positivas quando os valores de corte foram maiores
ou iguais a 0,21 ELISA valores médios de absorbancia. (B) enredo ROC. Area sob a curva = 0,986
(0,018); intervalo de confiangca 95% entre 0,919 e 0,997.

4 CONCLUSAO

Neste estudo, observamos que a proteina rNcSRS2 de N. caninum
expressa em P. pastoris foi capaz de ser reconhecida pelos anticorpos de caes
domésticos, importante hospedeiro intermediario, sugerindo que este € um antigeno
promissor para ser utilizado em imunodiagnéstico. Agradecemos ao CNPqg, CAPES
e FAPERGS pelo apoio financeiro.
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