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1 INTRODUCAO

A neosporose, causada pelo protozoario Neospora caninum, €
responsavel por importantes perdas econémicas para a pecuaria de corte e de
leite em todo o mundo. Isto se deve principalmente ao aborto e a reducédo na
producdo de leite (Anderson et al. 2000). Problemas devido a infeccéo
adquirida naturalmente por N. caninum também foram relatados em outras
espécies de animais, incluindoas ovelhas (Dubeyetal 1990). Os cdaes
sao essenciais no ciclo de vida deste parasita (Dubey etal. 2007), pois eles
sdo considerados hospedeiros intermediario e definitivo de N. caninum,
portanto, sdo de grande importancia epidemioldgica na
transmissdo horizontal deste protozoario a outros animais
(Gondim et al . 2004). Véarios estudos tém sido realizados para identificar e
caracterizar os componentes moleculares antigénicos de N. caninum, a fim
de aumentar o desempenho do diagnéstico sorolégico, bem como
para demonstrar os mecanismos de sua interagdo com o hospedeiro (Pare et
al. 1995).

A antigenicidade dos antigenos especificos do filo Apicomplexa, que
inclui o Neospora sp., € importante para evitar rea¢des cruzadas com parasitas
do mesmo filo e assim aumentar a especificidade dos testes sorolégicos que
utilizam estes antigenos (Dubey et al. 2003). A NcSRS2 é uma proteina de
superficie imunodominante presente nos estagios de bradizoitos e taquizoitos
de N. caninum (Fuchs et al. 1998) e tem o potencial para o desenvolvimento de
testes sorolégicos especificos para a neosporose. Esta proteina ja foi expressa
de diferentes formas, incluindo a Escherichia coli e o sistema de baculovirus
(Borsuk et al. 2011; Nishikawa et al. 2001). A abordagem deste estudo foi
utilizar o sistema de expressao eucarioto de Pichia pastoris para a producéo da
proteina NCSRS2 recombinante. Este sistema de expressdo em levedura tem
demonstrado ser geneticamente estavel, pois, uma vez transformadas, sao
capazes de crescimento em meios de cultura relativamente simples e de
producéo em escala industrial (Cereghino et al. 2002).

O objetivo deste estudo, foidesenvolver um ELISA utilizando
a proteina NcSRS2 de N. caninum expressa emP. pastorise testar a
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capacidade desta proteina ser reconhecida pelos anticorpos das principais
espécies infectadas naturalmente como os bovinos, ovinos e cdes domésticos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para a construcdo do vetor de expressdo em P. pastoris, 0 gene que
codifica para a proteina NcSRS2, foi amplificado com oligonucleotideos
iniciadores especificos e clonado em vetor de expressdo em P. pastoris
(pPICZaB-ncsrs2). A expressao da proteina recombinante foi induzida com
metanol em 1000mL de meio BMMY por cinco dias em fermentador. A proteina
recombinante foi precipitada com sulfato de amo6nio 70%, dialisada e
posteriormente liofilizada. A pureza da mesma foi observada em eletroforese
no gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%), sendo sua concentracao
determinada pelo método de BRADFORD. A especificidade da proteina
recombinante foi confirmada por Western blotting utilizando-se anticorpos
monoclonais especificos para as espécies analisadas.

A proteina NcSRS2 recombinante (rNcSRS2) foi utilizada no teste
imunoenzimatico indireto (ELISA) numa concentragdo de 50ng/uL por cavidade
para sensibilizar as placas de poliestireno, a fim de avaliar a titulacdo de
anticorpos em bovinos, ovinos e cées. Sendo assim, utilizou-se 264 soros de
bovinos (1:100), 110 soros ovinos (1:100) e 65 soros caninos (1:100) e os anti-
soros IgG total de bovino, ovino e canino conjugado com peroxidase (1:4000)
sendo ambos diluidos em tampéo PBS-T. A reacao foi desenvolvida com OPD
(o-phenylenideamine dihydrochloride) e a densidade 6ética (OD) mensurada a
492nm em leitor de ELISA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

P. pastoris foi transformada com sucesso e a expressao da proteina
NcSRS2r foi confirmada por Western blotting, utilizando soros de bovinos,
ovinos e caninos infectados naturalmente por N.caninum. Sugerindo que a
proteina recombinante apresenta uma conformacéo semelhante &
proteina nativa do protozoario.

A afericdo do ELISA-NcSRS2 foi alcancada utilizando 264 soros
bovinos, onde 133 foram positivos e 131 amostras negativas, para ovinos nos
usamos 110 soros com 37 amostras positivas e 73 negativas e para caninos
nos testamos 65 amostras de soros onde 21 foram positivos e 44 negativos. As
amostras foram previamente testadas e consideradas positivas ou negativas
por IFI. Os soros testados foram provenientes de duas regides distintas do
Brasil: Rio Grande do Sul (cedidos pelo Laboratério de Protozoologia da UFPel)
e Mato Grosso do Sul (cedidos pela EMBRAPA Gado de Corte de Campo
Grande).

Baseado na analise ROC, o ponto de corte de DO=0,46 para as
amostras de bovinos foi escolhido como o limiar para distinguir entre amostras
positivas e negativas, produzindo uma especificidade de 98,5% e uma
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sensibilidade de 100% (Figura 1). Em ovinos, considerando a DO=0,25 foi
determinada uma especificidade de 94% e uma sensibilidade de 100%.
Utilizando este ponto de corte (DO > 0,25). Na populacdo de cées foi usada a
mesma analise ROC, baseado no ponto de corte DO=0,21 foi determinada uma
especificidade de 93,3% e uma sensibilidade de 100%. Os resultados de
sensibilidade e especificidade do ELISA desenvolvido foi satisfatério para os

soros de bovinos, ovinos e cées testados, demonstrando que este teste pode
ser utilizado para o diagnéstico desta parasitose.
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4 CONCLUSAO

Os resultados observados neste estudo sugeremque a
proteina recombinante expressa em P. pastoris pode ser utilizada como um
antigeno para 0o  desenvolvimento de = métodos imunodiagnosticos para
detectara presenca de N. caninum nas trés espécies mais expostas a
esta parasitose.
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