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RESUMO

PINHEIRO, Amanda Fernandes. Desenvolvimento de ELISA para o Diagnéstico
da Neosporose. 2010. 83f. Dissertagdo (Mestrado) - Programa de Pdés-graduagao
em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

A neosporose € uma enfermidade causada pelo protozoario intracelular Neospora
caninum esta € de grande importancia principalmente em bovinos, pois pode
ocasionar abortos nos animais infectados, causando grandes perdas econdmicas
para industria pecuaria de varios paises do mundo. No presente estudo, foi relatada
a expressao, purificagao e a caracterizacao da proteina NcSRS2 de N. caninum na
levedura metilotréfica Pichia pastoris. O gene ncsrs2 foi clonado no vetor de
expressao pPICZaoB seguindo de integragdo no genoma da levedura. A proteina
recombinante  NcSRS2 foi demonstrada no sobrenadante da cultura onde
posteriormente foi concentrada e purificada. Um ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA) foi desenvolvido utilizando soros negativos e positivos de bovinos e ovinos
naturalmente infectados a campo por N. caninum. Este demonstrou que a proteina
recombinante apresentou as caracteristicas antigénicas da proteina nativa o que
permitiu o seu reconhecimento por soros de diferentes espécies de animais com
neosporose. Os resultados foram comparados com a imunofluorescéncia indireta
(IF1). O teste diagndstico ELISA-NcSRS2 descrito no presente trabalho constitui um
meétodo especifico e sensivel para a detecgdo de N. caninum em bovinos e ovinos.
Os resultados indicam que a proteina recombinante produzida neste trabalho pode
ser utilizada para o desenvolvimento de métodos diagnosticos com menor custo de
producdo e em escala industrial, pois estes sdo necessarios e importantes para a
implantacdo de medidas de controle adequadas para esta parasitose nos rebanhos
bovinos.

Palavras chaves: Neospora caninum, Pichia pastoris, ELISA-NcSRS2, IFlI,
Diagnostico Sorolégico.



ABSTRACT

PINHEIRO, Amanda Fernandes. ELISA development for the neosporosis
diagnosis. 2010. 83f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduagéo em
Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

The neosporosis is a disease caused by intracellular protozoa Neospora caninum,
which is of great importance, especially in cattle, because it may cause abortion in
infected animals, causing big economic losses for the cattle industry of many
countries in the world. In the present study it was reported the expression,
purification, and characterization of the protein NcSRS2 of N. caninum in the
methylotrophic yeast Pichia pastoris. The gene ncsrs2 was cloned in the vector of
expression pPICZaB, followed by the integration in the genome of yeast. The
recombining protein NcSRS2 was shown in the supernatant of the culture, where
later it was concentrated and purified. An indirect immunoenzymatic assay (ELISA)
was developed, using seronegative and seropositive of cattle and sheep, naturally
field-infected. It showed that the recombinant protein presented the antigenic
characteristics of native protein, which allowed its recognition by the blood serum of
different species of animals with neosporosis. The results were compared with the
indirect immunofluorescence (IFl). The diagnosis test ELISA- NcSRS2 described in
the present work is a specific and sensitive method for the detection of N. caninum in
cattle and sheep. The results indicate that the recombinant protein produced in this
work, can be used for the development of diagnosis methods with low-cost
production, and in industrial scale, because they are necessary and important for the
introduction of proper controlling measurements for this parasitosis in cattle flocks.

Key words: Neospora caninum, Pichia pastoris, ELISA-NcSRS2, IFIl, Serologic
Diagnosis.



ABREVIAGOES E SIGLAS

ANUALPEC Anuario da Pecuaria Brasileira

AOX Alcool Oxidase

BMGY Meio complexo tamponado com glicerol

BMMY Meio complexo tamponado com metanol

BSA Albumina Sérica Bovina

D.O Densidade optica

EDTA Acido Etilenodiamino tetra-acético

ELISA Ensaio Imunoenzimatico Indireto (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay)

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IFI Imunofluorescéncia Indireta

IFN Interferon

IgG Imunoglobulina G

IHQ Imunohistoquimica

MAb Anticorpo Monoclonal

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MM Meio Minimo

NcSRS2 Antigeno de superficie de Neospora caninum

Ohms Unidade de resisténcia elétrica

OPD Ortofenilenodiamina

PBS Salina isotbnica com tampé&o fosfato (Phosphate-buffered saline)

PBS-T PBS contendo Tween-20

PCR Reacao da Polimerase em Cadeia

SNC Sistema Nervoso Central

rpm Rotacgbes por minuto

Ul Unidade internacional

vvm Volume de gas por volume util de reator por minuto



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Produto de Amplificagao do gene ncsrs2 de N. caninum ......................... 52
Mapa do vetor de expressao pPICZaOB .........ccooorviiiiiiiiiiiiee e, 53
Eletroforese em gel de agarose 1% da digestdo do plasmideo
PPICZABINCSIS2 ...t 54
Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificacdo do fragmento ncsrs2
por PCR de COoIBNIA. .......coeeeeiiiee e 55
Dot Blotting do sobrenadante da cultura em fermentador ........................ 56

Dot Blotting da proteina NcSRS2 precipitada com Sulfato de Aménio.....57

Dot Blotting da proteina NcSRS2 precipitada com Acetona..................... 57
Dot Blotting da proteina NcSRS2 precipitada com Alcool Etilico.............. 58
Controle positivo e controle negativo das precipitagdes..............ccceeeeeen. 58
Western blotting da proteina NCSRS2.............coiiiiiiiiie, 59
ELISA com SOros BOVINOS ......ccooiiiiiiiiiiii e 60
ELISA COM SOroS OVINOS ......uuiiiiiiiiieeeiiie e 60

Valores Preditivos Positivo e Negativo do ELISA............cccoeeiiiiiiiiiiinen. 61



SUMARIO

T INrOAUGAOD.......ee 13
2 Revisao Bibliografica..........coooiiiiieeeccicci s s 15
2.1 NEOSPOIa CANINUIM cireeueueissssrrnsnnnssssssssssssrssnnnssssssssssssmsnnnnssssssssssssmsnnnnsssssssssssnnns 15
2.2 HOSPEIEITOS .....coiiiiiirinnnniiisisirernnnsssssssssssssssnnnsssssssssss s s s s nnnsssssssssesnssnnnnnsssssssssnnnns 16
ARG OF-1 - To7 (=1 g 2= Vo= To e Lo T 1= o | = 18
2.4 TranNSMISSA0 ......cceirrremuuniiiiirrrrrrnnsssr e s s ras s s e e e e s s nna s s s e s s e e e e e nnmna s aansnnnnns 19
2.4.1 TranSMiSSA0 €M CACS ......cevrremuunussiisriirrrnnmnsssssassssrrrssnnssssssssssssnasnnnsssssssssssnnnn 19
2.4.2 TransmisSSA0 €M DOVINOS .....cceuuuiiiiiiiiiiniiecinss s s s s s nens 20
3K 033 [o 0 = 1T Lo Yo 1o PR 22
2.6 Patogenia e Sintomatologia ...........cceeviiiiiiiimeencicii s 24
2.6.1 NEOSPOIrOSE €M CACS.....ciiiirrrrrnnnnnsssssrrrrrrnnnsssssssssssrrrnnnnssssssssssssnsnnnnsssssssssennnns 24
2.6.2 NeoSpOrose €m DOVINOS.......ccceeeeiiiiiiiiiiniiesss s s s senens 25
2.6.3 Neosporose em OViNOS € €QUINOS ......cccccerirremniirrrremssssrrrenssssersenssssersensssserenns 26
2.7 Perpetualizacao, suscetibilidade e fatores condicionantes........................... 27
2.8 Epidemiologia.......cccuviiiiiiiimiiiiiiiiiiiii i 29
2.9 DIagnNOSHiCO....ccoiiiiiiiiiiiiii i ————— 30
2,10 Profilaxia ......coovviiiiiiiiiiiiiiisisiisissssss s 32
211 Tratamento..... ..o 33
2.12 IMUNOIOGIA ..cceieiiiiiiii i ——————————— 34
0 . o o T = B 0 = ] 34
214 NCSRS2 ... —————— 36
2. 15 PerspectiVas ......ccceciiiiieeiiiirieesssrrsesss s s s s s s s e r e r e e e n e rnnnn 36
3 ODbjJetiVOSs ....ccc i —————————————— 38
3.1 ODbJetivo geral ... s s r e nnn 38

3.2 Objetivos eSPeCifiCOS. ... e 38



Y P = = V=L (=3 o X (o T 39

4.1 Parasitos ... e 39
4.2 Obtengao e preparo dO geNEe NCSIS2 ....uuueeeeeeerermmmmmmmmmmrmmssmssmssssmssssssssssssssssssnnnn 39
4.2.1 SiNteSe dOS PriMErS ..cciiiiiirirremnnssssssrerresrnnnsssssssserrrrsnnsssssssssssernesnnnnssssssssssnnnns 39
4.2.2 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR).........ccooriiccciiiiiriereeeecee s e e e eeees 39
4.2.3 Purificacao dos produtos de PCR.........coceeeiiiiiiiiimriss s 40
4.2.4 Digestao do gene ncsrs2 e do vetor pPICZaB.............cooevmimiimeiiemnnennnnnnnnnnnns 41
4.3 Clonagem do gene ncsrs2 no sistema pPICZaB...........cccooviiimmieeencciiiiinenenns 41
4.3.1 Ligacao do gene ncsrs2 no vetor pPICZaB ..........oooeccceiiiiireseeeeeeee e 41
4.3.2 Preparo de células eletrocompetentes de E. COli wuuuuuueiiiiiiiimmieeecciiiiiiieenes 42
4.3.3 Transformagao em E. COli..uuuuuiiiriiimmmmmmmnmeeesssssssssssssssssssss s ssssssssssnnnes 42
4.3.4 Selecao dos clones recombinantes em E. COli. ..ooumiieeencciiiiiiirnnneennsssninneenns 43
4.3.5 Extracao de DNA plasmidial de E. COli. cuummmmuiiiiiiiiiircccccc e e 44

4.4 Transformacgao de Pichia pastoris e selegao de coldénias transformantes ..45

4.4.1 Preparo de células competentes de P. pastoris e transformagao com

(0] d [0 o { =7 [ 0] SOt 45
4.4.2 Dot blot e PCR das colonias recombinantes de P. pastoriS...cccccccceevveerenes 45
4.4.3 Cultivo em erlenmeyer com 25ml de Meio..........eevevmmmmrmrmmmmmmmssnnnneeeeeeneesennnn 46
4.4.4 Cultivo em fermentador ............ccoiiiiiiiimiiceins s 46
4.4.5 Dot Blotting do sobrenadante da cultura em fermentador ......................... 47
4.5 Precipitacao da proteina NCSRS2 ... 47
4.5.1 Precipitaga@o COmM Sal.......cooiiiieeeiiiiiiiiiirrrer s s 47
4.5.2 Precipitagdo com solventes OrganiCos .........cccceviriimimmnnnninssnnsssessssesessseseeeens 48
4.5.3 Dialise e liofilizagao da proteina.......ccccceeeeniiiiiiiiinnicec e 48
4.6 Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford................coormmremmncciiiiiinnnees 48
4.6.1 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
...................................................................................................................... 49
4.6.2 Western Blotting da proteina NCSRS2..........cooieeccciiiiir e 49
4.7 Padronizagao e avaliagao do ELISA com NCSRS2...........ccooimiiiirreemccieneeeeeees 50
4.8 Analise estatistiCa ... ——————————————— 51
5 ReSUIAdOS ......ccceeniiiiiiiiiie i 52

5.1 Construcao do Vetor pPICZaB/NCSIS2 ..o 52



5.2 Transformacgao de Pichia pastoris X33 com pPICZaB/NCSIS2.....cevereeenncnenas 54

5.3 Teste de Expressao das proteinas recombinantes...........ccccccoiimrenciiiiveencnens 55
5.4 Precipitagcdo com Sal e Solventes Organicos.........ccceeiiiiiiiiin, 56
5.5 Quantificagao de Proteinas pelo Método de Bradford............ccccceeiiiiiiinnnnee. 58
BB ELISA. ... ————————————————— 59
T L= o1 T U 62
A0 o Lo ¥ =T = 65
Referéncias Bibliograficas ...........cccciiiiiiiiiiniinnns 66

N 3 1=, o = 79



1 Introducgao

A neosporose, causada pelo protozoario Neospora caninum, € considerada a
principal causa de abortamentos em bovinos em varios paises. A importancia
econbmica da infeccdo por N. caninum em rebanhos bovinos €& atribuido pelos
custos associados aos abortos, aumento no numero de descarte de vacas e
diminuicdo na producdo de leite. O Brasil possui o maior rebanho comercial do
mundo (19% da populagdo bovina mundial, IBGE 2008), com grande expressao no
cenario mundial da pecuaria bovina e mercado de carne, ficando somente atras da
india, com rebanho total de mais de 336 milhdes de cabecas, segundo ANUALPEC,
2006. As regides Centro-Oeste e Sul destacam-se na produgdo de carne bovina e o
Rio Grande do Sul, além de contribuir significativamente para a exportagao de carne,
€ considerado um dos principais estados produtores de leite do pais, juntamente
com os Estados de Minas Gerais, Goias e Parana (AGRONEGOCIO BRASILEIRO,
2007). Apesar dos resultados apresentados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) serem satisfatérios, o Brasil ainda possui grandes perdas
econdmicas relacionadas a doengas que atingem os rebanhos e que podem
prejudicar o ganho de peso, indices reprodutivos ou até mesmo ocasionar a perda
dos animais. Dubey (2003) relata prevaléncias de soropositividade para N. caninum
de até 87 % nos rebanhos do Pais. No Rio Grande do Sul abortos causados por N.
caninum foram recentemente diagnosticados. Na regido de Pelotas foram
examinados 1046 bovinos de 92 propriedades leiteiras. A soroprevaléncia
constatada foi de 12,04%, sendo que em 47,6% das propriedades existia pelo
menos um bovino soropositivo (LUCAS, 2007). No Brasil, algumas dificuldades
ainda impedem a realizagdo do diagndstico de forma mais ampla. Isto ocorre por
falta de conhecimento do agente e da sua prevaléncia nos rebanhos brasileiros, o
elevado custo do diagndstico é devido a dificil obtengdo do agente e manutengao do
protozoario em laboratério (ANDREOTTI et al.,, 2003). Estudos tém sido

desenvolvidos para identificar e caracterizar os componentes moleculares
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antigénicos especificos de N. caninum com o objetivo de melhorar o diagndstico
sorolégico e aumentar os conhecimentos relacionados com a biologia celular e sua
interagdo com o hospedeiro (HEMPHILL et al., 1999). Pesquisas sobre a
antigenicidade do parasito sugeriu que os antigenos mais especificos das espécies
do filo Apicomplexa, que compreende o género Neospora encontram-se na
superficie celular, e testes soroldgicos que possuem como alvo estes antigenos
apresentam menor percentual de reagdes cruzadas com parasitos do mesmo filo
(BJORKMAN & UGGLA, 1999). Nesta perspectiva, a NcSRS2 é uma proteina de
superficie imunodominante presente nos estagios de taquizoitos e bradizoitos, desta
forma apresenta potencial para a utilizagdo no desenvolvimento de testes
soroldgicos por estar presente somente em N. caninum. Como sistema de expresséo
foi utilizada a levedura Pichia pastoris, pois esta é efetiva na produgéo de proteinas
heterélogas e tem recebido destaque nas ultimas duas décadas (TORRES;
MORAES, 2000). Dentre as caracteristicas vantajosas destacam-se a capacidade de
promover modificagdes pos-traducionais como formacéo de pontes dissulfeto, -O e —
N glicosilagdo além de secretar as proteinas heterdlogas de forma soluvel no meio,
simplificando etapas de purificagdo (CEREGHINO; CREGG, 1999). P. pastoris &
capaz de crescer através da utilizagcdo de metanol como unica fonte de carbono,
sendo que esta rota metabdlica é totalmente reprimida na presencga de outra fonte,
como glicerol (GELLISSEN, 2000). Segundo CEREGHINO & CREEG, (1999) essa
repressao € importante porque proteinas heterélogas quando expressas em altos
niveis no sobrenadante podem ser toxicas para as células, assim, a habilidade em
manter a cultura crescendo com o sistema de expressao desligado minimiza os
efeitos inibitérios do crescimento celular. A utilizacdo desta levedura proporciona
vantagens com relagcdo aos sistemas de expressao procariotos, mantendo a facil
manipulacdo genética associada ao crescimento rapido em meios de cultivo
relativamente simples, permitindo a sua expansao para a producio de proteinas em
escalas industriais, além de possuir um forte promotor induzivel por metanol
(CEREGHINO et al., 2002). Deste modo este sistema de expressao foi utilizado
para a produgao da proteina NcSRS2 em grandes quantidades, conservando as

caracteristicas da proteina nativa.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Neospora caninum

A Neosporose € uma doenga causada por um protozoario intracelular
obrigatério denominado Neospora caninum. Este parasito pertence ao filo
Apicomplexa, classe Sporoasida, sub-classe Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida,
familia Sarcocystidae, sub-familia Toxoplasmatinae, género Neospora, espécie
Neospora caninum (DUBEY, et al.,, 1988). Durante muito tempo N. caninum foi
considerado o unico membro do género Neospora, porém Marsh et al., (1998),
isolou uma nova espécie a partir do sistema nervoso central de um equino adulto, o
qual passou a ser denominado Neospora hughesi.

Até 1988 N. caninum foi erroneamente diagnosticado como Toxoplasma
gondii devido a sua similaridade morfolégica, embora apresente diferencas
antigénicas e biologicas sendo capaz de infectar com éxito uma grande variedade de
tipos celulares in vitro (HEMPHILL et al., 1999; DUBEY, 2003).

A neosporose tem se caracterizado como sendo uma das principais causa
de aborto e mortalidade neonatal em rebanhos bovinos, ovinos, caprinos, equinos e
veados, e anticorpos anti-N. caninum tém sido encontrados em soro de bufalos,
raposas, coiotes, camelos e felinos (DUBEY, 2003). Em cées é responsavel por
desordens neuroldgicas severas, principalmente em ninhadas congenitamente
infectadas (DUBEY, et al., 1999).

A importancia econdmica da infecgdo por N. caninum em rebanhos bovinos
€ atribuido pelos custos associados aos abortos, aumento no numero de descartes
de bovinos (HASLER et al., 2006) e diminui¢do na producéo de leite (HERNANDEZ
et al., 2001). Em alguns rebanhos, taxas de prevaléncia de até 90% podem ser
detectadas onde a maioria dos animais nascem saudaveis, mas portadores
(DUBEY et al., 2002). Estes animais jovens persistentemente infectados sdo muito

importantes na epidemiologia da enfermidade e constituem-se nos principais
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responsaveis pela manutengdo do agente em um rebanho (DUBEY, 2003). Nao
existem dados precisos dos prejuizos causados por esta parasitose no Brasil, mas
tomando como exemplo as estimativas da Australia e Nova Zelandia, os custos
anuais devido a neosporose em bovinos de leite superam os 85 milhdes e 24
milhdes de dodlares, respectivamente (RIEICHEL, ELLIS, 2006). O impacto
econdmico, sem duvida, € grande e deve ser considerado, uma vez que O prejuizo

gerado por esta parasitose € expressivo.

2.2 Hospedeiros

N. caninum parasita uma grande variedade de hospedeiros, em geral, foram
constatados dois tipos para este protozoario: os hospedeiros intermediarios, nestes
o protozoario realiza reproducéo pela forma assexuada, tanto em experimentagdes
como em seu ciclo biolégico natural (GEORGIEVA et al., 2006), dentre eles estao,
varias espécies como: caninos (COLE et al., 1995) e felinos (DUBEY et al., 1990).
Evidéncias de infeccdo por N. caninum foi demonstrada pela identificagcdo do
parasito em tecidos de ovinos, caprinos, cervidos, bubalinos e equinos (DUBEY et
al., 2003). Rodrigues, et al. (2005) descreveu os bufalos como importantes
reservatorios naturais de N. caninum, através do isolamento do parasito de cistos
cerebrais de bufalos da regido norte do Brasil. Infecgbes experimentais foram
realizadas com éxito em bovinos, ovinos, caprinos, suinos, canideos, felinos,
camundongos, gerbis e aves (DUBEY et al., 2002). A exposicdo de animais
domésticos e silvestres foi evidenciada pela resposta de anticorpos em raposas,
coiotes, lobos, alpacas e camelos (DUBEY et al., 2003). A relagéo entre N. caninum
e T. gondii levou inicialmente a suspeita de um hospedeiro definitivo carnivoro para
N. caninum. Em 1998 apoés 10 anos de sua descricdo foi descoberto o primeiro
hospedeiro definitivo pela demonstracdo de oocistos nas fezes de cées (Canis
familiaris) alimentados com cistos teciduais de camundongos experimentalmente
infectados por N. caninum (LINDSAY et al., 1999). Coiotes (Canis latrans) também
s&o considerados atualmente como hospedeiros definitivos de N. caninum (GONDIM
et al., 2004), estas sdo as unicas espécies reconhecidas até entdo que podem se

comportar como hospedeiros definitivos, nas quais ocorre o desenvolvimento sexual
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do protozoario resultando na eliminacdo de oocistos nas fezes (GONDIM et al.,
2004). Ambos podem servir também de hospedeiro intermediario, infectando-se com
seus proprios oocistos excretados pelas fezes, como também através da ingestao de
oocistos eliminados nas fezes de outros hospedeiros definitivos (SARTOR et al.,
2005). E possivel que outras espécies de canideos silvestres possam exercer o
papel de hospedeiros definitivos para N. caninum. Evidéncias soroldgicas sugerem
que canideos silvestres como dingo australiano (Canis familiaris dingo),
Pseudalopex gymnocercus (graxaim do campo), Cerdocyon thous (graxaim do
mato), Chrysocium brachyurus (lobo guara) e Dusicyon vetulus (raposinha do
nordeste ou do campo), também possam ser hospedeiros definitivos (DUBEY, 2003;
CANON-FRANCO et al., 2004). Detectou-se também a presenca de infeccdo pelo
coccidio em cervos (Odocoileus virginianus) norte-americanos, evidenciando assim a
manutencdo de um ciclo selvagem da neosporose nos Estados Unidos da América
(VIANA et al., 2005). Recentemente um estudo com infeccdo experimental de N.
caninum em aves demonstrou que caes eliminam oocistos nas fezes apos
alimentagdo com ovos embrionados de galinhas inoculados com taquizoitos de N.
caninum, mostrando que as aves podem participar como reservatoério desse parasito
(FURUTA et al., 2007). Logo apo6s galinhas (Gallus domesticus), principalmente as
galinhas caipiras ou de criagdo extensiva foram confirmadas como hospedeiros
naturais de N. caninum (COSTA et al., 2008).

O parasito ainda nao foi detectado em humanos, embora em infecgao
experimental por N. caninum em primatas Rhesus (Macaca mulatta) foram
observadas nos fetos, lesbes semelhantes a toxoplasmose congénita (BARR et al.,
1994). Na California, Tranas et al. (1999) detectaram anticorpos anti-N. caninum com
titulo de 100 em 6,7% dos soros humanos analisados pela reagcédo de
imunofluorescéncia indireta (IFl). Na Inglaterra, em estudo com 518 trabalhadores
rurais e com 3.232 pessoas n&o consideradas “grupo de risco”, McCann et al. (2008)
nao observaram soropositividade para N. caninum através da IFl, embora tenham
sido encontrados bovinos soropositivos na mesma localidade. Lobato et al. (2006)
detectaram anticorpos IgG contra N. caninum em 38% de pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e em 18% de pacientes com desordens
neurolégicas comparado com individuos saudaveis, em Uberlandia, Estado de Minas

Gerais, sendo esse estudo importante por sugerir a possibilidade da neosporose
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constituir parasitose oportunista em pacientes imunocomprometidos. Os autores
consideraram também que a soropositividade para N. caninum e T. gondii estavam
significativamente associadas nesses dois grupos de pacientes examinados.

Embora anticorpos anti-N. caninum tenham sido relatados (LOBATO et al.,

2006), o parasito ainda nao foi demonstrado em tecidos humanos.

2.3 Caracterizagao do agente

A apresentagdao morfolégica do Neospora caninum, consiste em dois
estagios assexuados que s&do encontrados nos hospedeiros intermediarios e
ocorrem intracelularmente (DUBEY et al., 2002), identificados como taquizoitas e
bradizoitas, denominados de formas proliferativas, pela caracteristica de sua
participacao intracelular generalizada; e um estagio sexuado, representado pelos
esporozoitos contidos nos oocistos, estas formas morfologicas sdo bastante
similares aos correspondentes estagios do T. gondii.

Os oocistos, sdo excretados nas fezes dos caes (McALLISTER et al., 1998)
e coiotes (GONDIM et al., 2004) na forma nao esporulada, no ambiente, dentro de
vinte e quatro a setenta e duas horas ocorre a esporulagao (LINDSAY et al., 1999),
se tornando um oocisto infectante, ndo sendo, portanto, infecciosos em fezes
frescas (SOUZA et al., 2001). Os oocistos de N. caninum sdo morfologicamente
similares aos oocistos de Hammondia heydorni encontrado nas fezes de caes, como
também aos oocistos de T. gondii, encontrados nas fezes de gatos (GONDIM et al.,
2004). A diferenciacdo entre H. heydorni e N. caninum pode ser feita por meio de
ensaios bioldgicos, cultura em células ou analises moleculares como a PCR que
diferencia os dois agentes, podendo posteriormente ser feito o sequenciamento
(MONTEIRO et al., 2007).

Os oocistos apresentam de 10-11 ym de didmetro e quando esporulados
apresentam dois esporocistos € cada um com quatro esporozoitos, sao resistentes
no meio ambiente e permanecem viaveis por longo periodo, ainda € desconhecida a
sobrevivéncia desses oocistos no ambiente.

Os taquizoitos representam o estagio proliferativo e causador da doenca.

Os taquizoitos sdo ovoides, semilunares ou globulares, dependendo da fase de
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divisdo, medem de 3 a 7 micrbmetros de comprimento por 1 a 5 micrdbmetros de
largura; possuem uma membrana plasmatica de trés camadas e um complexo apical
composto de microtubos, anéis apicais, condides e um anel polar, além de trés
organelas secretoras diferentes, que participam da invasao, formagao e manutengao
do vacuolo parasitéfago, o que permite a sobrevivéncia e proliferacdo do parasito
(HEMPHILL et al., 1998).

Os cistos, estes tem sido encontrados em células do sistema nervoso como
cérebro, medula espinhal, nervos e retina como também em células de tecidos
extraneurais, especialmente os musculos (PETERS et al.,, 2001) caracterizando a
cronicidade da infecgao, pois estes podem ficar em estado de laténcia por meses ou
anos, por fim restabelecendo o ciclo, quando consumido por um hospedeiro
definitivo (DUBEY et al., 1996). No seu interior encontram-se os bradizoitos
responsaveis pelo estagio de multiplicagéo lenta, ambas as formas s&o resultantes
do processo de infecgao disseminada no ciclo extra-luminal assexuado do parasita.
Estes apresentam as mesmas organelas encontradas nos taquizoitos, com
segmentos membranosos planos e vesiculas menores, possui a forma arredondada,
sua parede é lisa apresentando ramificagdo e sua espessura depende do tempo da
infeccdo. S&o circundados por uma membrana cistica que o protege de reacdes

imunoldgicas e fisioloégicas do hospedeiro (GOTTSTEIN et al., 1998).

2.4 Transmissao

2.4.1 Transmissao em caes

A transmissao vertical da neosporose foi primariamente observada em caes,
quando trés ninhadas sucessivas de uma cadela na Noruega apresentaram
problemas neuroldgicos similares aos ocasionados por T. gondii (BJERKAS et al.,
1984).

O trato digestivo constitui a estrutura fundamental para a porta de entrada do
N. caninum no hospedeiro, (transmiss&o horizontal) ocorrendo pela ingestdo de

cistos teciduais com bradizoitos viaveis ou a ingestdo de agua ou alimentos
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contaminados pelos oocistos esporulados livres no meio ambiente (BARR et al.,
1993).

Oocistos de N. caninum foram detectados nas fezes de caes apds a
ingestao de tecidos de bovinos (DIJKSTRA et al., 2002), bubalinos (RODRIGUES et
al., 2004), ovinos (PENA et al., 2007) e cervideos (VIANNA et al., 2005). Em tecidos
de galinhas N. caninum ja foi detectado por métodos moleculares por Costa et al.,
(2008), entretanto o agente nao foi isolado nesta espécie animal.

A transmissao vertical em cades também ocorre, porém em baixa frequéncia.
Sendo a transmissao horizontal mais frequente, justificando as elevadas taxas de

soroprevaléncia encontradas em populagdes caninas (BARBER & TREES, 1998).

2.4.2 Transmissao em bovinos

Vertical

A infeccdo pode ser transmitida da vaca para sua prole pela via
transplacentaria e pode ocorrer ao longo de sucessivas gestacdes e desta forma,
perpetuar a infecgdo no rebanho. Segundo Dubey et al. (2002) a infeccédo pelo N.
caninum € uma das principais causas de abortos nesta espécie.

Nesse sentido, a neosporose possui uma grande importancia econdmica,
principalmente devido as perdas reprodutivas que produz, incluindo retornos ao cio,
com intervalos regulares ou irregulares, abortos, nascimento de animais fracos, com
sinais neuroldgicos, ou sadios persistentemente infectados (DUBEY & LINDSAY,
1996). Os animais jovens persistentemente infectados sdo muito importantes na
epidemiologia da enfermidade e constituem-se nos principais responsaveis pela
manutencdo do agente no rebanho (DUBEY, 2003), demonstrando a importancia
das fémeas bovinas na epidemiologia desta enfermidade (TREES & WILLIAMS,
2005). Esses animais sao clinicamente normais, sdo soropositivos e abrigam o
parasito encistado em varios tecidos, sendo considerados portadores do agente. A
reativacdo da infeccdo em fémeas prenhas persistentemente infectadas ocorre
provavelmente devido a imunossupresséo fisiologica da gestacéo, podendo resultar

em transmissao transplacentéaria do agente ao feto (INNES et al., 2002).
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Em bovinos e outros ruminantes nao ha transferéncia de anticorpos da mae
para o feto, nem mesmo através de uma placenta que foi lesada por um processo
infeccioso (DUBEY et al., 1987). Portanto a presenga de anticorpos no soro preé-
colostral indica sintese de anticorpos pelo feto no utero, porém n&o encontrar
anticorpos no feto ndo é conclusivo de auséncia de infecgcado, pois o feto pode ter
sido infectado no final da gestacao, sendo o tempo insuficiente para a sintese de
anticorpos (DUBEY et al., 2007).

A taxa de infecgao transplacentaria deste protozoario parece nao ser afetada
por fatores como: idade da mae, numero de lactacdes e histérico de problemas
reprodutivos (DUBEY et al., 2002). A transmissao vertical também foi observada em

ovinos, caprinos e equinos (CORBELLINI et al., 2001).

Horizontal

A transmissdo horizontal, ou seja, através da ingestdo de oocistos € de
notavel importancia, pois se estima que um unico hospedeiro definitivo seja capaz
de eliminar, aproximadamente, 500.000 oocistos apds a ingestdo de uma unica
carcaga contaminada, o que seria suficiente para infectar milhares de animais em
um rebanho (GONDIM et al., 2002), este é o unico modo de infec¢cdo natural
demonstrado nos bovinos apdés o nascimento (GONDIM et al., 2004). Até hoje nao
foi observada a transmissdao do N. caninum de bovino para bovino (DUBEY, et
al.,2007).

A transmissao horizontal ocorre em consequéncia da contaminacdo em
pastagens, silagem, cochos ou bebedouros por fezes de caes criados juntamente
com o rebanho.

Pesquisas realizadas, nos ultimos anos, demonstraram que a presenca e o
numero de caes nas propriedades rurais podem funcionar como fatores de risco
para a infeccdo e a ocorréncia de abortos em bovinos, indicando uma associagao
entre a infeccdo em ambas as espécies (SANCHEZ et al., 2003; CUNHA FILHO et
al., 2008).

Outras formas secundarias de transmissdo horizontal como a lactogénica,

venérea ou inseminacao artificial tém sido investigadas. A possibilidade de
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transmissao lactogénica foi sugerida apds a demonstracdo de infeccdo oral em
recém-nascidos de vacas soronegativas através de colostro artificialmente
contaminado com taquizoitos (HUONG et al., 1998). Moskwa et al. (2007) detectou o
DNA do parasito no colostro e leite de vacas soropositivas. O encontro de
taquizoitos de N. caninum em 6&rgdos genitais de camundongos machos
imunodeficientes (MASUDA et al., 2007) e a presenga de DNA no sémen de touros
com infeccdo naturalmente adquiridas (ORTEGA-MORA et al.,, 2003), indicam a
possibilidade de transmissdo venérea. Vacas inseminadas apos congelamento e
descongelamento de sémen contaminado com taquizoitos de N. caninum né&o
adquiriram a infeccdo (CANADA et al., 2006). E pouco provavel a transmisséo da
neosporose por transferéncia de embrides, uma vez que embrides de doadora
soronegativa quando transferidos para receptor soropositivo resultou em infecgéo
fetal, enquanto que embrides de doadora soropositiva transferidos para receptor
soronegativo resultou em feto negativo para a neosporose (BAILLARGEON et al.,
2001).

2.5 Ciclo Biolégico

N. caninum & um protozoario que tem ciclo de vida heter6xeno, envolvendo
de um lado um hospedeiro definitivo carnivoro e de outro lado um hospedeiro
intermediario herbivoro.

O ciclo biolégico de N. caninum ainda ndo é bem conhecido, principalmente
no que diz respeito a fase intestinal, que compreende a fase sexuada de evolucgao.
Sabe-se que o periodo pré-patente é de cinco a oito dias apds a ingestao dos cistos
teciduais (LINDSAY e DUBEY, 2000). Devido a sua similaridade taxondbmica e
biolégica com T. gondii e por ser um coccidio com carnivoros como hospedeiros
definitivos, Dubey (1999) propds seu ciclo de vida. Inicialmente, o parasito
reconhece a célula hospedeira, este atinge as células alvo através da circulagao
linfatica e sanguinea e a morte celular ocorre em decorréncia da multiplicacado de
taquizoitos. A superficie da célula alvo possui proteinas receptoras que mediam a
adesao do parasito e a invasdo da célula, essa fase é classificada por Hemphill et

al.(1996) como extremamente rapida, ndo exigindo mais que cinco minutos. O
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parasito cria um sitio na superficie da membrana para a interagdo com a célula
hospedeira, a juncao se expande no sentido circunferencial e progressivo de
fechamento das membranas e o parasito completa a invasdo ao ser totalmente
envolvido pelas membranas e formar um vacuolo parasitéforo. Numa etapa seguinte,
esse vacuolo se desloca para o interior do citoplasma (HEMPHILL; GOTTSTEIN;
KAUFMANN, 1996). A célula pode ser parasitada por mais de um taquizoito que se
multiplica por endodiogenia, cada um em seu proéprio vacuolo. Dentre as estruturas
do parasito, o complexo apical € uma das mais importantes sendo responsavel pela
invasdo celular, este envolve receptores da célula hospedeira e uma série de
proteinas que sao liberadas consecutivamente de micronemas, roptrias e granulos
densos (DUBEY, et al., 2002). Estas proteinas sao secretadas dentro do vacuolo,
durante e apds a penetracdo. Apos a multiplicagao intensa de taquizoitos, o vacuolo
parasitéforo se desintegra, antes mesmo que a célula hospedeira se rompa. Depois
dessa lise, os taquizoitos vao, pela corrente sanguinea ou linfatica, infectar novas
células, iniciando todo o processo novamente (HEMPHILL e GOTTSTEIN, 2006).
Seu estagio latente é representado pelos cistos teciduais, que sdo constituidos de
uma grande parede cistica que os protege ndo sendo circundados por reagao do
hospedeiro, no seu interior encontram-se os bradizoitos, que sao caracterizados
pela multiplicacéo lenta (DUBEY e LINDSAY, 1996), eles podem sobreviver por mais
de quatorze dias a quatro graus Celsius (LINDSAY, 1999). Os taquizoitos causam
forte resposta inflamatéria com destruicdo tecidual e sdo responsaveis pelas
manifestagcdes clinicas da doenca (DUBEY, 2005). Quando a resposta imune é
desencadeada, taquizoitos se convertem em bradizoitos estes formam os cistos
teciduais intracelulares, predominantemente em tecidos neurais e musculares
podendo persistir durante toda a vida do hospedeiro, esta é a principal maneira de
defesa do protozoario contra o sistema imunolégico do hospedeiro intermediario
(DUBEY et al., 2003). A formacéao de granulomas degenerando tecidos ao redor dos
cistos e bradizoitos sugere que alguns cistos teciduais se rompam, e que em
seguida, a reagao do hospedeiro cause um foco inflamatério.

Quando ocorrer a ingestdo destes cistos pelo hospedeiro definitivo, os
bradizoitos, que sao resistentes as solugcdes pépticas e acidas responsaveis pela
digestéo, iniciardo o processo de penetragdo no epitélio intestinal dando origem as

formas resultantes da multiplicagdo assexuada e sexuada do parasito, e, por fim, a
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liberagdo de oocistos ndao esporulados (imaturos ou nao infectantes) no ambiente,
reiniciando o ciclo (DUBEY, 1999). No ambiente, em condi¢gdes otimas de
oxigenagao, temperatura e umidade, ocorre a esporogébnia entre 1 e 5 dias, levando
ao desenvolvimento de oocistos esporulados (infectantes) que podem permanecer
viaveis no solo por longo tempo. Quando os hospedeiros intermediarios os ingerem,
0s esporozoitos sao liberados no trato digestivo e invadem as células do epitélio
intestinal, fibroblastos e leucdcitos, transformam-se em taquizoitos que se
disseminam por todo o organismo, alguns taquizoitos ddo origem a bradizoitos

formando novos cistos teciduais (DUBEY, et al., 2003).

2.6 Patogenia e Sintomatologia

O protozoario N.caninum € um parasito que causa a doenga conhecida por
neosporose, que acomete uma série de animais domeésticos e silvestres, com maior
importancia na espécie bovina e canina. O parasita N. caninum tem sido encontrado
parasitando uma ampla variedade de tecidos como: cérebro, medula espinhal,
coragao, pulmao, figado, rins, membranas fetais e placenta, musculos e pele
(PETERS, WAGNERS e SCHARES et al., 2000).

2.6.1 Neosporose em caes

As fémeas infectadas podem transmitir o N. caninum a seus fetos por via
transplacentaria, e sucessivamente a outras ninhadas (DUBEY, 1999).

A maioria dos casos clinicos ocorre em filhotes infectados congenitamente
(DUBEY et al.,, 1990); caracterizando-se por uma paralisia ascendente, com os
membros pélvicos geralmente mais afetados; podendo apresentar hiperextensao
rigida ou flacida, decorrente da poliradiculoneurite e miosite causadas pela infecgao,
dificuldade na degluticdo, paralisia de mandibula, cegueira, convulsdes,
incontinéncia urinaria e fecal, flacidez e atrofia muscular e falha cardiaca (BASSO et
al., 2005).
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Sua apresentacdo € mais variada em caes adultos, além do quadro
neuromuscular, podem ocorrer dermatite piogranulomatosa, miocardite fatal e
pneumonia (LA PERLE et al., 2001). Os cdes podem sobreviver durante meses com
paralisia progressiva, meningoencefalite, insuficiéncia cardiaca, complicacdes

pulmonares e, muitas vezes precisam ser eutanasiados (BARBER et al., 1998).

2.6.2 Neosporose em bovinos

A confirmacéao da infeccdo em bovinos ocorreu em 1989, apds os relatos de
Shivaprasad et al. (1989), que identificaram N. caninum na placenta dessa espécie,
enquanto que Thilsted & Dubey (1989), também o identificaram em um neonato
acometido de paralisia neonatal.

Entre os animais domésticos, os bovinos se destacam por sua maior
suscetibilidade, apresentando perdas na esfera reprodutiva como abortamentos,
natimortalidade ou nascimento de animais aparentemente sadios, porém
cronicamente infectados, ocasionando significativas perdas econémicas para a
bovinocultura de todo o mundo (DUBEY, SHARES, ORTEGA-MORA et al., 2007).

A determinagdo da patogénese nos bovinos, gravidade e distribuicdo das
lesdes depende da idade fetal e da condigdo imunolégica por ocasido da infecgao,
fetos infectados apds quatro a cinco meses de idade geralmente apresentam lesdes
menos acentuadas, apesar de ter sido relatado que lesdes cerebrais sdo menos
notadas em fetos bovinos mais jovens, de trés a quatro meses de idade, que nos
mais velhos. Os taquizoitos foram mais encontrados em fetos mais jovens de até
quatro meses (CORBELLINI et al., 2000).

A causa do aborto é de dificil determinacdo, mas necrose difusa e
inflamac&o podem ser encontradas no coragéo fetal e na placenta. A morte do feto
pode ser devido a miocardite. A placenta pode apresentar necrose focal moderada
com acentuada descamacgao do endotélio vascular ocorrendo a trombose e o aborto
(CORBELLINI et al., 2000). O parasito é capaz de produzir lesdes macroscopicas de
necrose em poucos dias e causar morte celular por multiplicacdo ativa dos
taquizoitos. Pode produzir severa lesdo neuromuscular em bovinos, em caes e,

provavelmente, em outros hospedeiros, destruindo grandes numeros de células
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nervosas, incluindo do nervo cranial e espinhal, afetando a condutividade das
células afetadas (DAVIDSON et al., 1999). A lesdo mais caracteristica em fetos é
uma encefalite focal caracterizada por necrose e inflamagdo n&o supurativa com
infiltrado de células mononucleares (MORALES et al., 2001). Os animais infectados
que nascem apresentam desvio ou estreitamento da coluna vertebral (DUBEY et al.,
2001). No figado ocorrem degeneragdo e necrose focais hepatocelulares,
associadas a trombos de fibrina intrasinusoides, além de hepatite periportal
(WOUDA et al.,, 1997). Outros 6rgados, como musculo esquelético, pulmdes, rins
além da placenta, podem conter infiltrados inflamatérios.

Em bovinos adultos, a patologia manifesta-se com a indugéao do aborto pelo
parasito (DUBEY et al., 2003), a maioria dos abortos que sao induzidos por
Neospora ocorrem no quinto ou sexto més de gestagdo. Abortos anteriores
normalmente n&o sao clinicamente percebidos e a fertilidade da vaca nao é afetada
apos o aborto (GONDIM et al., 2007). Vacas de qualquer idade podem abortar a
partir de trés meses de gestacdo. O feto pode morrer no utero, ser reabsorvido,
mumificado, autolizado, nascer morto, nascer vivo, porém doente, ou nascer normal,
mas cronicamente infectado. Animais nascem com pouco peso, incapazes de se
levantar e com sintomas neurolégicos. Os membros traseiros e dianteiros podem
estar flexionados ou hiper-extendidos e, ao exame neuroloégico pode revelar ataxia e
reflexo patelar decrescente. Exoftalmia e aparéncia assimétrica podem ser
observadas (DUBEY e LINDSAY, 1996).

A freqiéncia de abortos por N. caninum pode ser esporadica, usual ou
‘esperada” no decorrer de um periodo considerado (endémico), ou em surtos
(epidémico). Os episdédios endémicos geralmente ocorrem em rebanhos
cronicamente infectados. Sendo que apds um surto, os animais ficam cronicamente

infectados, passando a ocorrer o chamado aborto endémico (MOEN ET al., 1998).

2.6.3 Neosporose em ovinos e equinos

Dubey, Koestner e Pieper (1990), ao avaliar um cordeiro recém nascido que

apresentava alteragdes neuroldgicas e veio a 6bito com uma semana de vida, estes

constataram através da IHQ e andlise ultraestrutural dos cistos encontrados, que se
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tratava de uma infecgdo por N. caninum pela via transplacentaria, sendo este o
primeiro caso de N. caninum infectando naturalmente esta espécie animal. Em
ovinos o N. caninum esta associado a abortamentos e nascimentos de animais
fracos e prematuros (PAPPEN et al. 2006).

Dubey e Porterfield (1990) relataram o primeiro caso de neosporose em um
feto eqlino abortado em 1985. A partir deste fato surgiram relatos de neosporose
em fetos prematuros, animais recém nascidos e em animais adultos, manifestando
as mais diversas lesdes e consequente sintomatologia clinica.

Locatelli-Dittrich et al., 2006, no sul do Parand, investigaram a presenca de
anticorpos contra N. caninum, pela IFlI com titulos (maior ou igual a 50), em soros
sanguineos de éguas e potros descendentes antes da ingestdo do colostro.
Anticorpos foram detectados nos soros das éguas e potros, sugerindo a ocorréncia

de transmissao vertical nesta espécie.

2.7 Perpetualizagao, suscetibilidade e fatores condicionantes

O protozoario possui algumas habilidades para garantir a sua
perpetualizacdo como explorar sua capacidade de responder as alteragoes,
convertendo-se em cistos ou na sua forma infectante novamente (HEMPHILL e
GOTTSTEIN, 2006). Além do demonstrado por (DUBEY et al., 1990); que consiste
na resisténcia interior dos cistos a exposi¢cdo de solugdo de acido cloridrico —
pepsina, confirmando entdo, a transmissdo de um animal para outro através da
ingestéo de tecidos contendo tais cistos viaveis.

Em estudos realizados nao foram constatados qualquer predisposicao racial,
etaria ou sexual em caes. Mas sabe-se que existe uma discreta superioridade na
frequéncia de ocorréncia da doenga em caes oriundos de propriedades rurais, onde
existe também algum tipo de evidéncia de sintomatologia em rebanhos.

Considerando as peculiaridades da histéria natural do N. caninum, devemos
ficar atentos para alguns fatores de risco capazes de favorecer a disseminagao do
agente, entre os quais figuram:

A distribuicdo da populacdo de hospedeiros: a criagdo de espécies

diferentes com 0 mesmo manejo e criados no mesmo ambiente podem aumentar o
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risco de exposigdo aos hospedeiros susceptiveis, principalmente quando as
espécies envolvidas sao fundamentais ao ciclo biolégico do N. caninum (WOUDA et
al., 1999). Neste sentido (LINDSAY, RITTER e BRAKE, 2002), referem-se ao risco
associado a presenca de caes, em propriedades rurais, potencializando a ocorréncia
de sintomas da neosporose em rebanhos bovinos.

O habito de alimentacdo dos cdes nessas regiées: como os residuos da
carcaga de animais abatidos sem o devido tratamento contribuem significavelmente
para a disseminacao do parasita (SOUZA, 2001; CUNHA FILHO et al., 2008).

O numero de fontes de infeccédo: capazes de eliminar o agente ao meio
externo através de secregbes e excregdes; o grau de contaminagdo ambiental,
particularmente em casos de resisténcia do agente como € o caso da forma entero-
epitelial da neosporose em céaes, cujos oocistos encontram nas fezes sua principal
via de eliminagdo (McALLISTER et al., 1998).

A ocorréncia da neosporose pode variar com o tipo de exploragdo, manejo
dos rebanhos e a presenga de hospedeiros definitivos. Isso se deve ao tipo de
manejo com densidades populacionais mais altas, que aumentam o risco de os
animais ingerirem alimentos contaminados com fezes positivas, ou seja, contendo
oocistos esporulados de Neospora. Em rebanhos com histérico de abortos no Brasil,
os rebanhos leiteiros mostram maior ocorréncia de anticorpos (35,9%) quando
comparados aos de corte (17,9%) (PITUCO et al., 1998). Entretanto, outros autores
apontam semelhanga nas taxas conforme citacbes de SARTOR et al. (2003), que
constataram 15,9 % em rebanhos leiteiros e de HASEGAWA (2000) com 15,5% em
gado de corte, na mesma regiéo.

A neosporose pode causar abortos esporadicos, endémicos ou epidémicos,
sendo o risco do aborto maior em animais mais velhos ou ainda apés a fase inicial
de infecgdo. Tal risco parece ser mais alto durante a primeira gestagao do que nas
subsequentes, mas outros fatores, como doengas concomitantes, estresse e tempo
de exposicdo podem também ser importantes no processo devido a diminuicdo da
resisténcia a infeccdo. Animais que adquiram a infecgdo materna, quando
soropositivos, apresentam risco de aborto trés vezes maior que animais
soronegativos (NETA & JUNIOR, 2006).

Bartels et al. (1999) relacionaram a presenga de galinhas nas propriedades

rurais como um fator de risco para a infeccao de caes e ocorréncia de abortamentos
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em bovinos. Otranto et al. (2003) levantou a hip6tese de que as galinhas podem ser
potenciais vetores mecanicos de oocistos, ou caes poderiam adquirir a infeccdo ao

ingerirem carne infectada destas aves.

2.8 Epidemiologia

No Brasil, o primeiro caso relatado ocorreu numa propriedade leiteira em
Sao Paulo, onde dez fetos abortados com oito meses de gestagdo foram
sorologicamente examinados pela reagdao de imunofluorescéncia indireta (IFl), dos
quais oito apresentaram titulos considerados positivos (GONDIM, 1999). No Rio
Grande do Sul, entre 30 fetos abortados, 20% apresentavam lesdes caracteristicas
e, destes, 10% tiveram a infecgdo confirmada pela técnica de imunohistoquimica.
Estes fetos foram provenientes, na sua maioria, de rebanhos leiteiros, em regime de
confinamento em "free-stall", com média de 100 vacas da ragca holandesa por
rebanho (CORBELLINI, 2000).

Do ponto de vista epidemiolégico a importancia do hospedeiro definitivo no
ambiente rural pode ser destacada pela maior ocorréncia de caes soropositivos
neste ambiente quando comparados aos caes que vivem nos centros urbanos
(SHARMA et al., 2008), e pela forte associacédo entre a presenga de caes nas
propriedades e a maior soroprevaléncia de N. caninum nos rebanhos bovinos
(CORBELLINI et al., 2006).

A partir de estudos sorolégicos e isolamento do parasito sabe-se que a
infeccdo por N. caninum esta disseminada em varias espécies de animais e ocorre
de forma endémica em diferentes regides do mundo. No Brasil, valores de
ocorréncia descritos em revisdes de Gennari (2004) variam de 6,8% a 67,8% nos
rebanhos bovinos, 36,5% a 70,9% nos bubalinos, 3,3% a 100% nos caprinos, de

0,0% a 30% nos ovinos e 4,3% a 58,9% na populagéo de céaes.



30

2.9 Diagnéstico

Desde o isolamento de N. caninum, varios testes diagndsticos estdo sendo
desenvolvidos e aperfeicoados. Os métodos diretos utilizados no diagnédstico e
pesquisa de N. caninum s&o os exames histopatoldgicos, Reagao da Polimerase em
Cadeia (PCR) e a observacao dos cistos nos tecidos a fresco (DUBEY, 2003).
Primeiramente o diagndéstico era realizado por microscopia eletrénica através da
identificacado de cistos nos tecidos, a partir da placenta e fetos abortados. Em fetos
abortados a pesquisa € realizada em tecidos e liquidos fetais. Porém devido a
extensa distribuicdo de casos de neosporose bovina no mundo, relativamente
poucos casos de isolamento com sucesso foram relatados. Isto ocorre porque os
fetos estdo geralmente autolisados e o numero de cistos teciduais é relativamente
pequeno (CONRAD et al.; 1993).

A PCR representa uma das mais importantes técnicas da Biologia Molecular
e atualmente é utilizada para o diagnostico de varias doencgas, pela amplificagdo dos
fragmentos de DNA de patogenos. A PCR ¢é utilizada como método diagndstico da
neosporose e tem sua importancia na identificacdo de N. caninum a partir de fetos
abortados, placenta, liquido anminiotico e para a identificacdo de oocistos nas fezes
de animais domeésticos e silvestres (BASSO et al., 2001). A vantagem dessa técnica
€ a identificacdo de pequenas quantidades do agente em grandes areas teciduais,
porém tempo e equipamentos especificos sido fatores limitantes para o uso dessa
técnica (ANDERSON et al., 2000). A PCR possibilitou a caracterizagdo molecular do
parasito (DUBEY & LINDSAY, 1996) e levou a descoberta de que os isolados de N.
caninum de cdes e bovinos pertencem a mesma espécie (MARSH et al., 1998). A
pesquisa de oocistos nas fezes dos hospedeiros definitivos é realizada através do
método de centrifugo-flutuagdo em solugcdo de agucar (Sheather, 1923
MCALLISTER et al., 1998). Basso et al. (2001), realizaram o método de centrifugo-
flutuagdo em solugdo de acgucar (SHEATHER, 1923) e encontraram pequenos
oocistos semelhantes aos de Hammondia heydorni. Posteriormente, os oocistos
foram confirmados como sendo de Neospora por PCR e inoculagdo em gerbilis.

Entre os métodos indiretos estdo a Imunofluorescéncia indireta (IFl), Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), Teste de aglutinagdo direta e o ImmunoBlotting que

podem detectar anticorpos especificos de N.caninum (DUBEY, 2003). Estes testes
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sorologicos apresentam como vantagem uma alta sensibilidade e especificidade
sendo indicados para avaliar a exposi¢cao e o risco de infec¢do. A infecgdo por N.
caninum induz a formacdo de anticorpos, entretanto, ainda n&o €& possivel
determinar o inicio da infecgdo com base no exame soroldgico (MCALLISTER et al.,
2000). Em adultos, a detecgdo de anticorpos especificos para N. caninum é
realizado no soro sanguineo ou no soro do leite ou colostro, fluidos vaginais e saliva
de vacas infectadas (OOl et al., 2000). Em fetos, a presenca de anticorpos indica a
ocorréncia de infeccao transplacentaria deste parasita sem interferéncia da
imunidade passiva, porém um resultado negativo ndo deve ser descartado, pois
dependendo do tempo de infecgao o feto pode néo ter montado uma resposta imune
capaz de ser detectada. Esta resposta depende do estagio de desenvolvimento fetal,
do nivel de exposi¢ao e do tempo entre a infec¢do e a coleta de sangue (DUBEY et
al., 2003).

A Imunofluorescéncia indireta (IFlI) foi o primeiro teste diagndstico
desenvolvido para a pesquisa de anticorpos anti-N. caninum (DUBEY et al., 1988).
No ano seguinte, Dubey e Lindsay (1989), desenvolveram um teste
imunohistoquimico para facilitar o diagndstico deste parasito, a partir de soros de
animais infectados experimentalmente. A IFI vem sendo utilizada como referencia
para o desenvolvimento de outros testes diagnosticos, por utilizar os antigenos
intactos de superficie, estes sado considerados os mais especificos do Filo
Apicomplexa, evitando deste modo a ocorréncia de reagao cruzada entre os
parasitos do mesmo filo, principalmente em relacdo ao T. gondii (DUBEY et al.,
2003).

Bjorkman et al., (1994) propd6s o primeiro teste ELISA padronizado. Os
testes ELISA podem utilizar os antigenos na forma de taquizoito inteiro (WILLIAMS
et al., 1997), taquizoito sonicado (PARE et al., 1995) e proteinas recombinantes
(LALLY et al., 1996). Jenkins et al., (2005) propuseram um teste ELISA utilizando a
proteina recombinante NcGRAG6 purificada por HPLC, o qual apresentou um
aumento da sensibilidade e especificidade quando comparados a outros trés
antigenos brutos. Bjorkman et al., (1999) descreveram um ELISA para a
identificacdo do tempo de infecgdo em animais inoculados com taquizoitos por via
intravenosa e mais recentemente estudaram a avidez de IgG de animais infectados

com oocistos por via oral (BJORKMAN et al., 2005). O desenvolvimento de testes
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ELISA, visando distinguir infeccbes recentes de infecgdes crénicas em bovinos,
parece promissor para a distingdo entre abortos endémicos e epidémicos (INNES et
al., 2002).

Romand et al., (1998) descreveu o teste de aglutinagao direta, em que este
teste apresenta como vantagem nao necessitar de anticorpos secundarios. Foram
observadas sensibilidade e especificidade semelhantes a da IFI (BJORKMAN et al.,
1999).

Outra possibilidade de diagnéstico € o isolamento do parasita em cultivos
celulares ou a partir de animais de laboratorio, para isto, tecidos de animais
suspeitos sao inoculados em cultivos celulares ou camundongos imunossuprimidos
(GONDIM et al., 2001). O isolamento in vivo e in vitro foi realizado em amostras de
bovinos por Locatelli et al. (2003) e em bufalos por Rodrigues et al. (2004).

Entretanto um diagndstico laboratorial produzido a baixo custo ainda nao se
encontra disponivel comercialmente. Por isso, sistemas de diagnodstico, assim como
alternativas para o controle da infecgao, devem ser considerados prioritarios para

melhorar os indices produtivos do gado de corte e leite no Pais.

2.10 Profilaxia

N. caninum é eficientemente transmitido verticalmente, da mae para o feto,
por varias geragdes. Entretanto, a transmissao horizontal parece ser necessaria para
introduzir novas infecgbes no rebanho. Desde a descoberta de oocistos eliminados
no ambiente por caes, a transmissdo ambiental de N. caninum para vacas foi
esclarecida. Caes nao devem ingerir restos fetais ou restos de animais mortos. Nao
existe vacina para prevenir abortos por Neospora nos bovinos ou a eliminagao de
oocistos pelos cdes (DUBEY, 1999). Em relagédo a vacinag&o contra N. caninum, até
o presente momento n&do ha vacina eficiente capaz de induzir completa imunidade
protetora em bovinos. Ha uma vacina disponivel comercialmente constituida de
taquizoitos de N. caninum inativados, mas ndo ha dados assegurados sobre sua
eficacia (WILLIAMS; TREES, 2006).

A remocgao de fetos e restos placentarios principalmente para longe do

alcance dos hospedeiros definitivos deve ser rotina, reduzir a exposicao de vacas as
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fezes de hospedeiros definitivos, controlar a populacdo de roedores, caes e gatos
co-habitando com o rebanho e cobrir os alimentos e produtos destinados aos
bovinos sdo medidas que deverao ser implementadas em rebanhos positivos, como
também devem ser utilizados em rebanhos negativos como medidas preventivas
para evitar a doencga. Para o controle da transmissao vertical, as vacas infectadas
devem ser identificadas através de provas soroldgicas e gradativamente eliminadas
do rebanho, uma vez que tem grande probabilidade de transmitir a infecgdo a sua
progénie além de maior chance de abortar. Porem essa medida se torna
impraticavel nas propriedades com altas prevaléncias. Rebanhos que utilizam a
pratica de transferéncias de embrides devem ter o cuidado de utilizar receptoras
negativas, pois estudos realizados no Canada e Australia mostraram que a
transferéncia de embrides de fémeas infectadas para receptoras soronegativas pode
ser uma maneira eficaz e segura de prevenir a transmissao transplacentaria do
agente (CAMPERO et al., 2003). Devem-se também, realizar testes soroldgicos nos
animais antes de introduzi-los no rebanho, a fim de evitar a entrada de animais
infectados na propriedade (FARIAS, 2001).

2.11 Tratamento

Ndo ha ainda um tratamento eficaz para essa parasitose em bovinos. A
eficacia de sulfonamidas combinada com inibidores de dihidrofolato
redutase/timidilato sintetase (DHFR/TS) € maior quando comparada a utilizagdo das
sulfas (DUBEY & LINDSAY, 1996). O uso de clindamicina demonstrado por Dubey,
Knickman e Greene (2005) levou apenas a diminuigdo dos sinais clinicos, nao
erradicando a doenca. Como tratamento suporte se recomenda a administracao de
antiinflamatorios n&o esteroidais, suplementacdo com vitamina do complexo B para

suprir possiveis necessidades (BARBER, 1998).
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2.12 Imunologia

Sendo N. caninum um protozoario intracelular obrigatério, a resposta imune
mediada por células desempenha um importante papel frente a infeccdo. Essa
constatagao foi inicialmente feita por Innes et al. (1995), quando observaram que
células tratadas in vitro com IFN gama apresentavam inibicdo da multiplicacdo do
parasito, quando comparadas com aquelas n&o tratadas.

O papel dos anticorpos na neosporose ndo esta suficientemente esclarecido.
Acredita-se que atuem em taquizoitos situados extracelularmente (INNES et al.,
2002). Uma resposta de anticorpos IgG2 anti-N. caninum, foi encontrada em bovinos
infectados experimentalmente (WILLIANS et al., 2000).

Estudos mostram que tanto a imunidade inata quanto a adquirida estao
envolvidas na resisténcia a neosporose (NISHIKAWA et al., 2003). Foi demonstrado
que enquanto uma resposta Th1 esta relacionada a uma infecgao aguda por N.
caninum (RITTER et al., 2002), uma resposta Th2 esta diretamente relacionada a
susceptibilidade a doenga (NISHIKAWA et al., 2003).

Durante a gestacédo a resposta imune se caracteriza de diferentes formas
dependendo do estagio gestacional. Na fase inicial da gestagcado ocorre uma resposta
imune ineficaz do feto, porém a mae é capaz de uma resposta imune celular
proliferativa com producédo de IFN gama em resposta aos antigenos (INNES et al.,
2002). No terco médio inicia uma resposta imune do tipo Th2 proveniente do feto e
da placenta, favorecendo a comunicacao do feto com sua mae (INNES et al., 2002).
No terco final o feto apresenta uma maturidade do sistema imunolégico e por isso,
dificilmente a infecgdo provoca o aborto. Estudos sugerem que uma resposta Th1
compromete a gestagao, enquanto uma resposta Th2 localizada pode favorecé-la
(INNES et al., 2005).

2.13 Pichia pastoris

As bactérias sdo os organismos mais comuns para a expressao de proteinas

recombinantes, no entanto, ndo possuem sistema de endomembranas e nao

realizam as modificacbes poés-traducionais, o que pode impedir o correto
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processamento de proteinas eucariotas (CREEG et al.,, 1999). Assim, quando o
interesse é produzir proteinas de organismos eucariotos, as leveduras destacam-se
como hospedeiras alternativas, por serem unicelulares detém as vantagens do
sistema bacteriano no que diz respeito a facilidade de manipulagdo e cultivo em
escala industrial, além de serem capazes de realizar as modificacbes pos-
traducionais adequadas de varias proteinas (CREEG et al., 1999). Varios estudos
estdo sendo realizados no sentido de utilizar leveduras alternativas para a produgao
de proteinas recombinantes. Pichia pastoris mostra-se muito eficiente para a sintese
e expressdo de proteinas heterélogas para aplicagcbes académicas e industriais
(COS et al.,, 2005). Uma das caracteristicas dessa levedura é que ela nao é
considerada uma forte fermentadora como Saccharomyces cerevisiae, e, portanto
rende mais biomassa e ndo gera etanol como produto, que acumulado atinge
rapidamente niveis toxicos. O sistema Pichia apresenta o promotor AOX1 que
codifica a enzima alcool oxidase este €& reprimido em cultura contendo glicerol e
induzido quando as células sao transferidas para um meio contendo metanol como
unica fonte de carbono (BOETTNER et al., 2002). Este sistema apresenta também
um segundo promotor funcional para a enzima alcool oxidase, o gene AOX2 que
codifica uma proteina que é 97% idéntica e tem a mesma atividade especifica do
AOX1. Algumas proteinas heterélogas sdo glicosiladas quando secretadas em
leveduras, porém eventos indesejaveis como hiperglicosilagdo podem ocorrer
durante este processo gerando proteinas nao funcionais quando utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae como sistema de expressao (NOHR et al., 2003). Outras
vantagens que este sistema apresenta além da glicosilagdo incluem: a alta
regulacéo pelo promotor AOX1, a adaptabilidade de culturas de Pichia para altas
densidades celulares permitindo alcangar g/l de proteinas recombinantes no meio de
cultura, a simplicidade da indugao da expressao de proteinas por metanol, o baixo
nivel de secrecédo de proteinas nativas, além de crescer em meio simples utilizando
metanol como unica fonte de carbono (COS et al.,, 2005). Segundo CHOI et al.
(2005) e COS et al. (2005) a aquisicdo de altas concentragdes de proteinas
heterdlogas no sobrenadante da cultura depende também da estabilidade da
proteina as condicbes ambientais como sua resisténcia a acdo das proteases.

Devido a eficiéncia do sistema Pichia de expressao, a levedura Pichia pastoris cepa
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X33 foi transformada por eletroporagao no Laboratério de Parasitologia Molecular da

Universidade Federal de Pelotas/RS com o gene ncrsr2.

2.14 NcSRS2

A pesquisa de antigenos e o desenvolvimento de proteinas recombinantes
de N. caninum, fornecem uma série de informacdes para a obtencido de um melhor
diagndstico, de um tratamento e a diferenciagdo deste protozoario aos agentes
relacionados a ele.

Hemphill, Gottstein (1996), identificaram a proteina NcSRS2 de N. caninum
como sendo uma proteina imunodominante de membrana de bradizoitos e
taquizoitos. Em 2001, foi determinado um dominio antigénico localizado na regido C-
terminal, envolvendo aminoacidos do segundo e terceiro terco do polipeptidio (SON
et al., 2001). Foi confirmada a auséncia de reagdes inespecificas com antigenos de
T. gondii e foi determinada a localizagdo subcelular da proteina através da IFl e
imunoeletromicroscopia com particulas de ouro, apds a purificagdo de anticorpos
especificos contra a NcSRS2. Em outro estudo, a proteina NcSRS2 foi utilizada para
a padronizacdo de um ELISA indireto em que este mostrou ndo haver reacdes
cruzadas com T. gondii, como também se mostrou especifica para N. caninum frente
a soros positivos para Sarcocystis spp, Cryptosporidium parvum, Eimeria bovis,
Babesia divergens (SCHARES et al., 2000). Em um trabalho realizado no
Laboratério de Parasitologia Molecular da Universidade Federal de Pelotas foi
desenvolvido um teste ELISA com a proteina NcSRS2 expressa na bactéria
Escherichia coli, este apresentou resultados satisfatérios de sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico de N. caninum em bovinos. Nao foi observada

reacao cruzada com Toxoplasma gondii.

2.15 Perspectivas

Uma vez que o diagnostico sorolégico € uma estratégia para o controle da

neosporose, € necessario que ele se torne acessivel ao setor produtivo (LARSON et
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al., 2004). Os testes diagndsticos comercializados no Pais sao importados e de alto
custo, impedindo a realizagdo dos mesmos de forma ampla.

O Programa de Pdés Graduagédo da Universidade Federal de Pelotas em
parceria com a EMBRAPA Gado de Corte Mato Grosso do Sul, desenvolveu um
projeto para a produgdo de antigenos e de um teste sorolégico ELISA (Ensaio
Imunoenzimatico) para o diagnéstico da neosporose em bovinos, permitindo desta
forma a reducéo significativa do custo do teste para oferecimento ao setor produtivo,
abrindo novas perspectivas, que poderdo resultar em formas de diagndstico e

controle mais eficientes.



3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e padronizar um ELISA para o diagndstico da neosporose.

3.2 Objetivos especificos

Clonar o gene ncsrs2 de N. caninum em Pichia pastoris;

Expressar a proteina NcSRS2;

Concentrar a proteina NcSRS2 com diferentes precipitantes;

Purificar a proteina NcSRS2 obtida;

Realizar analises imunoldgicas para a confirmagao da proteina NCSRS2
recombinante.

Padronizar um ELISA com a proteina NcSRS2 recombinante para o

diagnostico da neoporose.



4 Materiais e Métodos

4.1 Parasitos

As amostras de N. caninum do isolado Nc-1 foram foram propagado em células
Vero utilizando DMEM (Dulbecco’s modified essential médium) suplementado com
10% de soro fetal bovino e mantido a 37°C e em atmosfera de 5% de CO2, conforme
protocolos estabelecidos (DAVISON et al.,, 1999). Quando 80% das células Vero
foram destruidas pelos taquizoitos de N. caninum, as monocamadas de células
foram retiradas e lavadas duas vezes com uma solugdo tampao (PBS) e
centrifugadas por 1000g a 10 min. As amostras foram cedidas pela EMBRAPA gado
de corte, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, para a obtengao do antigeno ncsrs2,

onde este se encontrava clonado no vetor pET100.

4.2 Obtencgao e preparo do gene ncsrs2

4.2.1 Sintese dos primers

A sequéncia do gene ncsrs2 de N. caninum foi obtida no GenBank.
Posteriormente, foram desenhados primers forward (5° CGG AAT TCC CAA AGA
GTG GGT GAC TGG AAC 3) e reverso (5 GCT CTA GAC ATG CAT CTC CTC
TTA ACA CGG G 3'), utilizando-se o programa Vector NTI 8.0 (Invitrogen), com a

adicao de sitios de restricdo das endonucleases EcoRI e Xbal.

4.2.2 Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com a finalidade de amplificar o gene ncsrs2, foi realizada uma PCR. A

reagao de PCR continha 10 ng de DNA, 150 ng de cada primer, 200 uM de dNTPs e

1 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen). A ciclagem de temperaturas foi de 3 min a



40

94 °C, seguido de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 1min e 30s por 35
ciclos, no volume final de 50 pl.

Para confirmar a amplificagdo do DNA, 5 pl do produto de cada reagao PCR
com 2 ul de tampédo de amostra 6x e o marcador de peso molecular 1Kb DNA
Ladder (Invitrogen) foram visualizados em gel de agarose 1% corado com Brometo
de Etideo. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (BioRad) com tampao TBE
a 80 volts por 50 minutos. Posteriormente os fragmentos de DNA foram visualizados

sob a luz ultra-violeta.

4.2.3 Purificagao dos produtos de PCR

As purificacbes dos produtos de PCR foram realizadas seguindo as
instrugdes do GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences, UK). Inicialmente foram adicionados no tubo de microcentrifuga
contendo o DNA 500 pl de tampdo de captura (contendo acetato), a seguir foi
transferido para uma coluna contendo um tubo coletor e que foi centrifugada por 1
min a 14.000g. O conteudo do tubo coletor foi descartado e foi adicionado, na
coluna, 500 pl de tampao de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 0,1 mM EDTA; etanol
para concentracdo final de 80%). A seguir o sistema foi centrifugado nas mesmas
condigbes anteriores e o tubo coletor foi descartado. A coluna foi entdo transferida
para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e nela foi adicionado 40 ul de tampé&o de
eluicdo (TE 1X), deixando este sistema incubar a temperatura ambiente por 1 min.
Apods houve uma nova centrifugacdo para que o DNA passasse da coluna para o
tubo. Posteriormente, 3 ul do produto foi analisado em gel de agarose 1% e o DNA

restante foi armazenado a — 20°C.
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4.2.4 Digestao do gene ncsrs2 e do vetor pPICZaB

Para que as extremidades dos fragmentos amplificados ficassem
compativeis com as extremidades dos vetores, foi realizado a digestdo do vetor
pPICZaB (Invitrogen) e do gene ncsrs2 com as endonucleases de restricdo EcoRlI e
Xbal.

A reagao de digestao foi realizada em um volume final de 50 pl. Para tal
foram utilizados 20 pl de DNA, 10U de cada enzima, 5 ul do tampéao de reacdo 10X e
g.s.p. de agua estéril. A reagao foi incubada a 37° C, por 16h e 5 ul do produto foi
analisado em gel de agarose 1% corado com Gel Red.

Para retirar as impurezas da digestao, foi novamente realizada a purificagdo
do DNA plasmidial com “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit”, seguindo o

protocolo descrito no item 2.2.3.

4.3 Clonagem do gene ncsrs2 no sistema pPICZaB

A metodologia empregada neste trabalho foi baseada no Manual da

Invitrogen Tech, Carslbad, CA.

4.3.1 Ligagao do gene ncsrs2 no vetor pPICZaB

O gene ncsrs2 foi inserido no vetor pPICZaB utilizando-se o sistema Pichia
de clonagem (Invitrogen) segundo instrugdes do fabricante. A reagao de ligacéo do
produto de PCR com o vetor pPICZaB (Invitrogen) foi realizada a temperatura
ambiente durante 2h. Foram utilizados 400ug do DNA e 200ug do vetor pPICZaB
(Invitrogen), 40U/ul de T4 DNA Ligase (Invitrogen) e tamp&o de reagdo 5X, em

volume final de 20pl.



42

4.3.2 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli

Para a realizacdo deste procedimento, foram utilizadas células de E. coli
cepa TOP 10 (Invitrogen) e foram preparadas para eletroporagédo utilizando o
protocolo adaptado de Sambrook e Russel (2001), com algumas modificagdes. Uma
aliquota da cultura de E. coli TOP 10 (Invitrogen) foi semeada, por esgotamento, em
uma placa de LB agar. A placa foi incubada a 37°C, por um periodo de 16 a 24 horas
(overnight). Do crescimento resultante, uma colénia isolada, foi semeada em 2 ml de
LB liquido e cultivado overnight a 37°C sob agitagao de 225 rpm. Posteriormente, o
cultivo foi inoculado em um frasco com a capacidade de 500 ml contendo 50 ml de
meio LB liquido e cultivado a 37° C, sob agitagao de 225 rpm, até a densidade o6tica
a 600 nm (ODgg) atingir entre 0,5 e 0,7 (aproximadamente 5 x 10’ celulas/mL). A
seguir o cultivo foi transferido para tubos de centrifuga estéreis com a capacidade de
50 ml e resfriado em banho de gelo por 20 minutos, sendo centrifugado a 4.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Apos a centrifugagao o pellet foi ressuspendido em 50 ml de
agua estéril a 4°C. A amostra foi mais uma vez centrifugada sob as mesmas
condigdes, o pellet resssuspendido em 25 ml de glicerol 10% estéril a 4°C, apds
mais uma centrifugacado sob as mesmas condi¢des foi eliminado o sobrenadante, e o
pellet foi ressuspendido em 2 ml de glicerol 10% estéril a 4° C para cada 50 ml de
meio original. As células eletrocompetentes foram fracionadas em tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml de capacidade (aliquotas de 50 pl) e congeladas a — 70°C

para posterior transformacéo.

4.3.3 Transformagao em E. coli

O protocolo de transformagao em E. coli foi realizado conforme Sambrook
& Russel (2001), com algumas modificagdes. As células eletrocompetentes foram
removidas do — 70°C e descongeladas em gelo. Para a transformagao utilizou-se
100 ul de células eletrocompetentes de E. coli TOP 10 (Invitrogen) e 0,5 ul do
produto de ligacdo ou DNA plasmidial. Com uma ponteira estéril foram misturadas as
amostras, agitou-se gentiimente e transferiu-se para uma cubeta de eletroporacgéo,

(31 Gene Pulser Curvette -Bio-Rad Laboratories) de 0,2 cm de largura, 4°C.
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Acoplada ao eletroporador Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories), ajustado para as
seguintes condi¢des: 25 uFD de capacitancia, 200 Ohms de resisténcia e 2,5 kV de
voltagem, a cubeta foi submetida ao pulso elétrico. Imediatamente ap6s o choque
elétrico 500 pl de meio LB liquido foi adicionado a cubeta, homogeneizado e
transferido para um tubo de microcentrifuga estéril com 1,5 ml de capacidade, o qual
foi incubado em agitador orbital a 225 rpm a 37° C por 1 hora.

Apos este periodo de incubacdo, as células transformadas foram
centrifugadas em microcentrifuaga a 14000g por 1 min. 400 uyl do sobrenadante
foram removidos e as células ressuspendidas no volume restante, o qual foi
semeado em uma placa contendo o meio LB/Zeocina 50ug/ul, o volume depositado
sobre a placa foi espalhado por toda a placa com o auxilio de uma al¢a de Drigalski

e posteriormente as placas foram incubadas a 37° C, overnight.

4.3.4 Selegao dos clones recombinantes em E. coli.

Para a analise dos clones recombinantes em E. coli, primeiramente, foi
realizada uma triagem rapida com fenol:cloroférmio. As col6nias bacterianas foram
ressuspendidas em um tubo de microcentrifuga contendo 15 pl de tampédo de
amostra 1x contendo 10 pg/ml de RNAse e 15 pl de fenol:cloroférmio (v:v). O tubo
de microcentrifuga foi levado ao vortex para homogeneizagéo, centrifugado por 5
min a 14.000g. Em seguida foi realizado uma eletroforese em gel de agarose 1%
com 15 pyl do sobrenadante desta reacdo. As colénias recombinantes foram
selecionadas e expandidas em meio de cultura LB liquido estéril com 50 ug/ml de
zeocina, mantidas sob agitagao (225 rpm) overnight a 37°C, para posterior extragéo
de DNA plasmidial. Os clones foram caracterizados enzimaticamente com as

enzimas de restricdo EcoRI e Xbal.
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4.3.5 Extracao de DNA plasmidial de E. coli.

Um pré inoculo de 100ul foi semeado em 50ml de LB liquido (Luria Bertani)
com 50ug/ml de zeocina durante 18h em agitador orbital. A amostra foi centrifugada
a 5000g/5minutos. O sedimento foi ressuspendido com 14 ml da Solugdo | e
adicionado 3 ml da Solugdo Il para que ocorra a lise celular, homogeinizado
lentamente 15X, logo apos foi adicionado 6 ml da Solugéo Ill e homogeinizado
lentamente 15X. A amostra foi centrifugada a 10.000g durante 15 minutos, o
sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi separado e adicionado a mesma
quantidade de 4alcool isopropilico 100%, homogeinizado e armazenado -20°C
durante 2h. Logo apoés foi centrifugado e o sedimento lavado com 2 ml de etanol
70% gelado, a amostra foi homogeinizada e centrifugada novamente durante 15
minutos. O sedimento foi ressuspendido com 50ul de agua estéril e adicionado 1ul
de RNase A, 500ul de fenol-cloroféormio foi adicionado e a amostra foi
homogeinizada e centrifugada durante 5 minutos a 10.000g. A solug&o aquosa foi
separada e entdo adicionada 15ul de acetato de aménia 7,5M e 2,5X o volume de
etanol 100%, homogeinizado e armazenado a -20°C durante 30 minutos. A amostra
foi centrifugada a 10.000g/10 minutos e no sedimento foi adicionado 500ul de etanol
70%, foi centrifugado a 10.000g/5 minutos e entdo o sedimento foi ressuspendido
com 50ul de TE 1X. Foi utilizado 10ug do plasmideo 1 obtido da extragao, este foi
linearizado através de digestdo com 2ul da enzima PMEI (New England Biolabs), 2ul
de BSA, 20ul de tampao e 166ul de agua destilada totalizando um volume final de
200ul. A reacgao foi mantida em banho Maria (37°C) durante 2 horas e apés em
temperatura ambiente por mais 12 horas. Para a purificacdo foram utilizados 160ul
da amostra e adicionado 16ul de acetato de amobnia 7,5M e 400ul de etanol
absoluto. A amostra foi homogeinizada e colocada a -20°C durante 20 minutos, apos
foi centrifugada a 5.000g/10 minutos e o sedimento ressuspendido com 30ul de agua

destilada.
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4.4 Transformacgao de Pichia pastoris e selegao de colénias transformantes

4.4.1 Preparo de células competentes de P. pastoris e transformagao com
pPICZaB/ncsrs2

A producdo de proteinas recombinantes em sistema heterdlogo de P.
pastoris foi realizada a partir da introducéo do plasmideo pPICZaB/ncsrs2 na estirpe
de P. pastoris X33. Leveduras eletrocompetentes foram eletrotransformadas com
aproximadamente 10 ug do plasmideo pPICZaB/ncsrs2 linearizado com a enzima
PMEI. Para recuperacao, foi adicionado as células 1ml de sorbitol e incubadas em
estufa durante 1 hora/ 30°C e apds foi adicionado 1 ml de meio YPD colocado no
shaker a 30° C por 1h. Apds este tempo, a cultura foi plagueada em meio sdélido
(YPDS-Agar) contendo antibiético apropriado (zeocina) na concentragdo de 100
Mg/ml e colocado na estufa 30°C

Colbnias transformantes foram transferidas para outra placa contendo YPD-

Agar e cultivadas a 30°C/24h para a selegdo das colénias transformadas.

4.4.2 Dot blotting e PCR das col6nias recombinantes de P. pastoris

Um Dot Blotting de col6nia foi realizado nos meios MM e BMMY para
verificar a expressao da proteina recombinante. Como controle positivo usou-se a
proteina NCSRS2 expressa em E. coli e como controles negativos a cepa x33 de P.
pastoris e a proteina BSA (Albumina Sérica Bovina). As colénias da levedura
recombinante foram induzidas durante 2 dias com 200ul de metanol filtrado. Apds foi
colocada uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) em contato com estas
colénias durante 1h. A membrana foi bloqueada com leite em p6é em PBS-T a 5%
durante 1h sob agitagdo. Foi adicionado soro de camundongo inoculados com a
proteina NcSRS2 purificada a partir de E. coli na diluicido de 1:200 em PBS-T
durante 1h sob agitagcdo. Apds foi adicionado o conjugado anti-camundongo 1gG
(Sigma) na diluigdo de 1:5000 em PBS-T durante 1h e sob agitagdo. A membrana foi
lavada durante os 3 tempos com PBS-T. A revelagdo foi feita usando 3,3'-
tetrahidrocloro (DAB) e H,O,.
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A colbnia supostamente transformada foi selecionada. Para a confirmagao
da presencga do plasmideo no genoma de P. pastoris, algumas células da coldnia
foram desnaturadas a 99°C/10 minutos e entdo realizado o PCR, com 35 ciclos de
94°C por 3 min, 94°C por 1 min, 53°C por 1 min, 72°C por 1min e meio e 72°C por 7
min. Apos a amostra da PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%. O

clone selecionado foi armazenado em estoque de glicerol a -70°C.

4.4.3 Cultivo em Erlenmeyer com 25ml de meio

A colbnia transformante foi inoculada em 5 ml de meio YPD com 50ug/ml de
zeocina e cultivada em agitador orbital durante 24 h/28°C/100rpm para realizagao da
inducdo em pequena escala. Apoés foi adicionado 10ul do pré-indculo em 25 ml do
meio BMGY (meio contendo glicerol para a produ¢ao de massa), colocado no shaker
24h/28°C/100rpm. Quando a D.Oegno. entre 2-6 foi atingida, a amostra foi centrifugada
a 50009 por 5 minutos e o sedimento ressuspendido em 25 ml do meio BMMY (meio
contendo metanol para a inducdo). A amostra foi induzida para expressdo da
proteina recombinante durante 5 dias com 125ul de metanol filtrado e coletado 100ul
de amostra diariamente para posterior analise. No final a amostra foi centrifugada
por 10.000g/10 min. O sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi utilizado para

o Dot Blotting para verificagdo da expressao da proteina NCSRS2.

4.4.4 Cultivo em fermentador

O cultivo de P. pastoris recombinantes foi realizada no volume de um litro de
meio BMMY em fermentador. Para isso, um pré-inébculo com a colénia 1
transformante foi feito em 5ml de YPD com 50ug/ul de zeocina. Entdo o inéculo
estéril foi adicionado ao fermentador, que foi ligado previamente para promover a
aeracao e calibragdo da sonda de oxigénio para 100%.

A fermentagao iniciou com agitacdo de 100rpm. A vazao de ar foi mantida a
1vvm, temperatura e pH foram mantidos constantes: 28°C e 6,0 respectivamente,

durante todo o experimento. Amostras de meio fermentado foram coletadas
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diariamente durante os 5 dias de fermentacéo para analise, 1 ml de anti espumante
(silicone) e 10 ml de metanol filtrado foram adicionados a cada 24h. Ao final, o meio

fermentado foi centrifugado 10.000g por 10 minutos e o sobrenadante congelado.

4.4.5 Dot Blotting

Um volume de 5yl de cada amostra foi adicionado em uma membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare). A membrana foi bloqueada com leite em p6 em PBS-
T a 5% durante 1h sob agitacdo. Trés anticorpos primarios foram testados em
diferentes membranas (soro de camundongo imunizado com a proteina NCSRS2
recombinante de E. coli na diluicdo de 1:200 em PBS-T, soro de bovino positivo para
N. caninum na diluicdo de 1:200 em PBS-T e anti-histidina (Sigma) na diluicao de
1:10.000) e deixado em contato durante 1h sob agitacdo. Apds foi adicionado os
conjugados-peroxidase (anti-mouse na diluicdo de 1:2000 em PBS-T, anti-bovino na
diluicdo de 1:4000 em PBS-T e anti-mouse na diluicdo de 1:2000 em PBS-T)
respectivamente, durante 1h e sob agitacdo. A membrana foi lavada por 3X com
PBS-T. A revelacao foi feita usando 3,3’-tetrahidrocloro (DAB) e H,0O.

4.5 Precipitagao da proteina NcSRS2

4.5.1 Precipitagcao com sal

Para determinar a condicdo 6tima de precipitagao foi adicionado sulfato de
amonio no sobrenadante a cada 2 horas/4°C, partindo de uma saturagdo de 20%
(500ml de meio/56,5g de sal), 30% (29,5g), 40% (30,5g), 50% (31,5g), 60% (32,59)
até atingir uma saturagédo de 70% onde foi adicionado 33,5g do sal. Amostras foram
coletadas em todas as saturagdes para posterior Dot Blotting, conforme descrito no
item 2.4.5



48

4.5.2 Precipitagao com solventes organicos

Para a precipitagdo com Acetona foram utilizadas 4 diluicées (30%, 50%,
60%, 70% de acetona no meio do cultivo de P. pastoris recombinante obtido em
fermentador).

Para a precipitagdo com Alcool etilico foram feitas 7 diluigbes (20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 80% e 100% de alcool etilico no meio de cultivo de P. pastoris
recombinante obtido em fermentador).

As amostras foram deixadas em refrigeragéo durante 3h, centrifugada por 30
segundos e o sedimento ressuspendido no minimo de agua. As amostras foram

submetidas ao Dot Blotting, conforme descrito no item 2.4.5.

4.5.3 Dialise e liofilizagao da proteina

Cada amostra precipitada foi colocada dentro de uma membrana
semipermeavel para didlise (Viskase corporation Dry 21MM) individual. Cada
membrana foi coloca em um Becker diferente contendo 1 litro de agua destilada,
estes foram levados para camara fria a 4°C durante 3 dias, sob agitac&o. A troca de
agua foi realizada a cada 8h. Apds, as amostras foram congeladas a -70°C para

posterior liofilizagado. As amostras foram liofilizadas durante 24horas.

4.6 Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford

Um total de 10mg da proteina obtida por concentracdo com sulfato de
amonio foi diluida em 1000ul de TE e 5mg das proteinas obtidas pela concentragéo
com solventes organicos foram diluidas em 500ul de TE.

O procedimento utilizado corresponde ao método “standart” descrito no
artigo de Bradford (1976). O reativo foi preparado dissolvendo 100mg de Coomassie
Brilhant Blue G-250 (BioRad) em 50ml de etanol v/v (Merck), a esta solugdo
adicionou-se 100ml de acido fosforico a 85% p/v diluindo-se em proveta até 1L com

agua destilada. Esta solugéo foi filtrada em sistema Millipore e armazenada em
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geladeira em frasco ambar, sendo estavel por um més. Como padrao foi utilizado
uma curva de BSA 1mg/ml (Albumina Sérica Bovina) pura e nas diluicbes 1ug/ul;
0,5ug/ul; 0,25ug/pl; 0,125pg/ul. As amostras das proteinas recombinantes foram
utilizadas puras e diluidas em PBS 1X 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8. A leitura das amostras foi
realizada no leitor de ELISA a 610nm. A comparagdo dos resultados das
absorbancias com a curva padrao permite a determinacdo da concentragdo das

proteinas.

4.6.1 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel de poliacrilamida 12%.
Antes da aplicagdo no gel as amostras foram fervidas durante 10 minutos para
desnaturagao das proteinas. A corrida foi conduzida em tampao de corrida 1X em
uma voltagem constante de 60V. As bandas protéicas presentes no gel foram
visualizadas apods incubacdo deste por 12h na solugdo corante preparada com
Coomassie Blue, seguida pela descoloracdo em solugdo descorante até o

aparecimento das bandas.

4.6.2 Western Blotting

Nesse método, as proteinas foram submetidas a um SDS-PAGE 12%
conforme item 2.6.1., e eletrotransferida para membrana de nitrocelulose (GE
Healthcare). A membrana foi bloqueada com leite em pé em PBS-T a 5% durante 1h
sob agitacdo. Soros positivos testados por Imunofluorescéncia Indireta de bovinos
naturalmente infectados a campo por N. caninum foram utilizados na diluicdo de
1:200 em PBS-T e deixado em contato durante 1h sob agitacdo. Apds foi
adicionado o conjugado anti-bovino (Sigma) na diluicdo de 1:4000 em PBS-T
durante 1h e sob agitacdo. A membrana foi lavada por 3 vezes com PBS-T. A

revelagao foi feita usando 3,3’-tetrahidrocloro (DAB) e H2O,,
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4.7 Padronizagao e avaliagao do ELISA com NcSRS2

Para a padronizagdo do ELISA com a proteina recombinante NcSRS2,
diluicdes o6timas do antigeno, soros, conjugado e tampdes utilizados no ensaio,
assim como o tempo de parada da reacado enzimatica foram avaliados. Amostras de
soros de bovinos e ovinos negativos e positivos para N. caninum por IFl foram
testados. Um total de 139 amostras de soros de bovinos e 40 de soros de ovinos
foram testados no ELISA com NcSRS2 recombinante. Os soros testados foram
provenientes de 2 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). Esses soros estdo estocados a -
20°C, na soroteca do Laboratério de Parasitologia Molecular da Universidade
Federal de Pelotas, e foram escolhidos baseados na disponibilidade dos mesmos.
Placas de poliestireno de 96 cavidades (Nunc), foram sensibilizadas com
50ng/orificio da proteina NcCSRS2 recombinante precipitada com Sulfato de Aménio
diluida em Tampé&o Carbonato-Bicarbonato pH= 9,6, as placas foram incubadas a
37°C durante 1hora e trinta minutos e apés lavadas 3X com PBS-T. Para o bloqueio
foi utilizado leite em pd 5% (100uL/orificio) por uma hora a 37°C. Apés trés lavagens
com PBS-T, os soros testes, controles positivos e negativos, diluidos 1:100 em PBS-
T (100ul/orificio), foram adicionados e as placas incubadas por uma hora a 37°C.
Apds mais trés lavagens, 100ul/orificio do conjugado anti-IgG bovina/peroxidase
(Sigma) e anti-IgG ovino/peroxidase (Sigma) foi adicionado na diluicdo de 1:4000 em
PBS-T, seguido de incubag&o por 1 hora e 30 minutos a 37°C. Apds cinco lavagens
o cromoégeno/substrato ortofenil-enodiamina (OPD; Sigma)/H»O2 (100uL/orificio) foi
adicionado. A reacado enzimatica foi parada apds quinze minutos pela adigao H,SO4
1N (50uL/orificio). Os resultados de absorbancia obtidos foram lidos em
espectrofotdbmetropara microplacas (TermoPlate), com comprimento de onda de
492nm.
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4.8 Analise estatistica

Para determinar a especificidade, sensibilidade, ponto de corte e valor
preditivo do ensaio de diagndstico os resultados dos 139 soros de bovinos e 40
soros de ovinos foram submetidos a analise ROC (Receiver Operating
Characteristic), utiizando o pacote estatistico MedCalc (version 10.3.0.0)

(www.medcalc.be).



5 Resultados
5.1 Construcgao do Vetor pPICZaB/ncsrs2

O gene ncsrs2 foi amplificado por PCR, utilizando-se primers com homologia
as regides flanqueadoras deste gene com a adicdo de sitios de restricdo das
enzimas EcoRI e Xbal. Este gene possui aproximadamente 732 pb. Tal numero foi
compativel com o tamanho do fragmento amplificado na reagdo de PCR como pode

ser observado na figura 1.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% do Produto de
amplificagdo do gene ncsrs2 de Neospora caninum. Linha 1)
Marcador 1Kb, Linha 2) Gene ncrsr2 amplificado.

Apés a PCR, os fragmentos obtidos foram purificados e a seguir, realizou-se
digestdo do gene ncsrs2, bem como do DNA do vetor pPICZaB com as
endonucleases de restricdo EcoRI e Xbal, Estas enzimas foram selecionadas por

estarem presentes nos sitios de clonagem no vetor de expressdo a ser utilizado
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(pPICZaB) e, ao mesmo tempo, por nao existirem estes sitios de restricdo dentro do
gene a ser amplificada (ncsrs2).

O material obtido no final do processo de digestao e purificacéo foi suficiente
para a realizagédo das etapas posteriores de clonagem.

O vetor de expressao em P. pastoris pPICZaB possui multiplos sitios de
clonagem com 10 sitios de restricao unicos que permitem uma eficiente inser¢ao do
gene no vetor de expressdo. Este vetor possui também uma cauda de polihistidina
C-terminal que permite a deteccido da proteina de fusdo através de anticorpos anti-
His tag e a purificacdo através de resina de niquel, apresenta um gene de
resisténcia a zeocina, além de apresentar uma sequéncia sinal denominada fator
alfa que permite que a proteina produzida seja transportada para o exterior da
membrana citoplasmatica. As caracteristicas deste vetor de expressao estdo
sumarizadas na figura 3. A ligagdo do gene ncsrs2 ao vetor pPICZaB resultou no
plasmideo denominado de pPICZaB/ncsrs2. O mapa do vetor pode ser observado

na figura 2.

Xho It

Figura 2 - Mapa do vetor de expressdao pPICZaB, mostrando a
origem de replicacdo em Escherichia coli, pUC; fragmento contendo
o promotor AOX1; regidao de multiplos sitios de clonagem; myc
epitopo tag para detecgédo da proteina através de anticorpos; cauda
de 6x Histidina para deteccao e purificagdo da proteina; terminador
de transcricdo AOX1 TT; promotor de trascription elongation factor 1
(TEF1) que dirige a expresséo do gene de resisténcia a zeocina, e
terminador de transcricdo CYC1 de Saccharomyces cerevisiae.
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Para detectar quais as colbnias que apresentavam o gene ncsrs2 ligado ao
vetor pPICZaB foi realizado uma triagem rapida com fenol:cloroférmio (SANDRA et
al., 2007). Uma das colbénias, que apresentou DNA plasmidial maior que o DNA
plasmidial do controle, foi cultivada e submetida a extracdo de DNA plasmidial.

Apds a confirmagdo da presenga do gene ncsrs2 ligado ao vetor pPICZaB, o
plasmidio recombinante foi digerido com a enzima PMEI para a sua linearizagao

(figura 3).

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1% da digestdo do
plasmideo pPICZaB/ncsrs2 com a enzima de restricido PMEI. Linha 1,
marcador 1Kb; Linha 2, plasmideo ndo digerido; Linha 3, plasmideo
digerido. pPICZaB/ncsrs2 com a enzima de restricido PMEI.

5.2 Transformacgao de Pichia pastoris X33 com pPICZaB/ncsrs2

O plasmidio recombinante pPICZaB/ncsrs2 foi linearizado com a enzima
PMEI e utilizado para transformar P. pastoris X33 eletrocompetentes. Com as
coloénias supostamente recombinantes foi realizado um “Dot Blotting e PCR de

colénia” para verificar a presenga do gene ncsrs2 no genoma de P. pastoris.
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificagdo do
fragmento ncsrs2 por PCR de colénia. Linha 1, marcador 1 Kb; Linha
2, controle positivo pPICZaB/pET100; Linha 3, amplificagdo do
fragmento ncsrs2 da colbnia transformada.

Das 97 colbnias que cresceram na placa contendo YPDS todas foram
positivas no Dot Blotting de colénia, destas a colénia com maior expresséo foi
submetida ao PCR de colénia em que esta apresentou uma banda unica e de
tamanho correspondente ao esperado de 732pb, como mostra a figura 4. O clone
positivo para o PCR de colbnia foi utilizado para os ensaios de indugcdo da

expressao da proteina NcSRS2.

5.3 Teste de Expressao das proteinas recombinantes

Inicialmente foi realizado um teste em pequena escala e o nivel de
expressao da proteina recombinante em meio liquido foi monitorado durante 5 dias.
A cada 24 h uma aliquota do sobrenadante do cultivo era coletada e avaliada quanto
a expressao através de Dot Blotting. Através desta avaliagdo, confirmou-se que a
expressdo da proteina NcSRS2 recombinante ocorreu na forma secretada
(sobrenadante do cultivo), porém a expressao foi visualizada somente no 5° e 6° dia
de indugao. Desta forma partiu-se para um teste em grande escala em fermentador,
neste a expressdo da proteina NcSRS2 recombinante foi visualizada ja nas

primeiras 24h se mantendo crescente até o 6° de indugdo como mostra a figura 5.
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DIA 1 2 3 4 5

Figura 5 - Dot Blotting do sobrenadante da cultura em fermentador. Controle
positivo (C+) e controle negativo (C-): proteina NcSRS2 produzida em
Escherichia coli e sobrenadante da cultura de Pichia pastoris cepa X33 nao
transformada respectivamente.

5.4 Precipitagao com Sal e Solventes Organicos

O sobrenadante do cultivo de seis dias foi submetido a precipitacoes
sucessivas com diferentes tipos de solventes utilizados em quantidade crescente de
saturacao, a fim de determinar em qual fragdo precipitada estaria concentrada a
maior quantidade de proteina recombinante. Os resultados de precipitagdo com
Sulfato de Aménio, Acetona e Alcool Etilico estdo nas figuras, 6, 7 e 8,
respectivamente.

Observa-se que a precipitagdo da proteina NcSRS2 se manteve constante
em todas as diluigbes, porém a precipitagdo com acetona e alcool apresentou as
maiores concentracdes de proteina em relagdo ao sulfato de amoénio. Escolheu-se a
precipitacdo com sal por esta apresentar uma maior quantidade de amostra (800ml)
enquanto que as precipitagdes com solventes organicos foi separada uma aliquota
de apenas 200ml. A identidade da proteina precipitada foi determinada por Dot
Blotting utilizando trés anticorpos primarios testados em diferentes membranas (soro
de camundongo imunizado com a proteina NcSRS2 recombinante de E. coli na
diluicdo de 1:200 em PBS-T, soro de bovino positivo para N. caninum na diluigao de

1:200 em PBS-T e anti-histidina (Sigma) na diluicdo de 1:10.000), como mostra as
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figuras 6, 7 e 8. Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as

analises (Figura 9).

30% 40% 50% 60% T70%

Figura 6 - Dot Blotting da proteina NcSRS2 precipitada com
Sulfato de Aménio. Linha 1) Soro de Bovino; Linha 2) Soro de
camundongo; Linha 3) Anti Histidina.
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Figura 7 - Dot Blotting da proteina NcSRS2 precipitada com
Acetona. Linha 1) Soro de Bovino; Linha 2) Soro de
camundongo; Linha 3) Anti Histidina.
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Figura 8 - Dot Blotting da proteina NcSRS2 precipitada com
Alcool Etilico. Linha 1) Soro de Bovino; Linha 2) Soro de
camundongo; Linha 3) Anti Histidina.
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Figura 9 - Controle positivo e controle negativo: proteina
NcSRS2 produzida em Escherichia coli e sobrenadante da
cultura de P. pastoris cepa X33 ndo transformada
respectivamente. Linha 1) Soro de Bovino; Linha 2) Soro de
camundongo; Linha 3) Anti Histidina.

5.5 Quantificacao de Proteinas pelo Método de Bradford

As proteinas precipitadas foram liofilizadas e ressuspensas para a
quantificacdo pelo Método de Bradford. Os resultados obtidos durante o preparo de
uma curva padrdo para a quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford,
utilizando albumina sérica bovina foram:

a) Concentragao da proteina obtida com Sulfato de Amdnio: 0,718ug/ul;

b) Concentracéo da proteina obtida com Acetona: 0,592ug/ul;



59

c) Concentracéo da proteina obtida com Alcool Etilico: 0,484ug/ul.

A expressao da proteina recombinante NcSRS2, foi confirmada através de
Western blot utilizando soro bovino positivo para N. caninum. As bandas se
apresentaram na altura esperada de 30KDa. Porém, ndo foi reconhecida nenhuma
banda significante com a proteina recombinante expressa em E. coli. Estes

resultados podem ser visualizados na Figura 10.

Figura 10 - Western blotting das proteinas NcSRS2/Pichia e
NcSRS2/E.coli na mesma concentragdo, porém em quantidades
diferentes. Em que a NcSRS2/E.coli reagiu muito fraco nao
aparecendo no teste.

5.6 ELISA

Na figura 11a observamos a distribuicdo da freqlUéncia das amostras
positivas e negativas por IFI em bovinos. Baseado na analise ROC (Figura 11b), o
ponto de corte de DO=0,42 para as amostras de bovinos foi escolhido como o limiar
para distinguir entre amostras positivas e negativas, produzindo uma especificidade
de 97,8% e uma sensibilidade de 100%. Utilizando este ponto de corte (DO < 0,42),
o valor negativo do teste preditivo foi de 100% (10% a 90% de prevaléncia) e o valor
preditivo positivo variou de 83,4% para 99,7%, dependendo da prevaléncia da
doenca em uma determinada area. Nos ovinos o ponto de corte estabelecido pela

anadlise ROC foi de DO0O=0,27 (Figura 12b), apresentando especificidade e
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sensibilidade de 95,2% e 100% respectivamente. O valor preditivo negativo do foi de

100% (10% a 90% de prevaléncia) e o valor preditivo positivo variou de 69,8% para
99,4% (Figura 12a).
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Figura 11 - Soros Bovinos: A analise ROC (Receiver Operating Characteristic) do ELISA-
NcSRS2 94 soros positivos de bovinos e 45 negativos confirmados por IFl. (A) Distribuigao
das freqiiéncias dos resultados positivos confirmados (1), com resultados negativos dos soros
(0). As amostras foram consideradas positivas quando o valor de cut-off foi maior ou igual a
0,42DO para bovinos dos valores médios do ELISA. (B) grafico ROC. Area sob a curva =
0,999 (0,003), intervalo de confianca 95% entre 0,971 a 1,000 para bovinos.
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Figura 12 - Ovinos: A analise ROC (Receiver Operating Characteristic) do ELISA-NcSRS2 19
soros positivos de ovinos e 21 negativos confirmados por IFI. (A) Distribuicdo das frequéncias
dos resultados positivos confirmados (1), com resultados negativos dos soros (0). As amostras
foram consideradas positivas quando o valor de cut-off foi maior ou igual a 0,27DO para ovinos
dos valores médios do ELISA. (B) grafico ROC. Area sob a curva = 0,997 (0,008), intervalo de
confianga 95% entre 0,906 a 1,000 para ovinos.
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Figura 13 - Valores Preditivos Positivo e Negativo: Valores preditivos negativo (quadrados) e
positivo (diamantes) associados com ELISA-NcSRS2 para diferentes niveis de prevaléncia da
neosporose. Os valores foram determinados por analise de ROC com base em uma média de
absorbancia de 0,42 e 0,27 para bovinos (A) e ovinos (B) respectivamente, para os valores

médios do ELISA.



6 Discussao

Atualmente ha uma necessidade de um teste diagndstico padronizado para
a detecgdo de N. caninum principalmente em bovinos. Varios métodos sorologicos
tém sido desenvolvidos, incluindo o teste padrao IFI (DUBEY et al., 1988) e varios
formatos de ELISA empregando taquizoitos inteiros ou proteinas recombinantes de
N. caninum (AHN et al., 2003; DUBEY & SCHARES, 2006; GATURAGA et al., 2005;
GHALMI et al., 2009; HEMPHILL et al., 1999). Embora estes ensaios permitam a
deteccdo de animais infectados, todos eles tém algum grau de limitagdo inerente a
sua especificidade, sensibilidade e confiabilidade.

Um teste de diagnostico sorologico baseado em antigenos de N. caninum
para a deteccdo de anticorpos especificos contra N. caninum parece oferecer
diversas vantagens sobre 0 uso de uma mistura de antigenos lisados, em termos de
sensibilidade e especificidade (DUBEY & SCHARES, 2006).

A fim de aumentar a sensibilidade, kits comerciais de ELISA e IFI utilizam
formulagdes com taquizoitos intactos, o que pode levar a diminuicdo da
especificidade, com resultados falso-positivos devido a reagcédo cruzada com outros
coccideos (HIGA et al., 2000). Também a presencga de anticorpos contra N. caninum
no soro fetal bovino utilizado nas culturas de células para preparagao de antigenos
podem levar a resultados falso-positivos (Dubey & Schares, 2006). A utilizacédo de
um unico antigeno, especialmente se recombinante, poderia aumentar a
especificidade, e desta maneira desenvolver um teste diagnoéstico utilizando um
antigeno com maior potencial. O antigeno imunodominante NcSRS2 é reconhecido
por soros de animais infectados por N. caninum e é identificado em diferentes
isolados de N. caninum (HOWE, 1998). Em outros trabalhos (GATURAGA et al.,
2005; LIU et al.,, 2007), a proteina recombinante NcSRS2 foi utilizada para o
desenvolvimento de testes de ELISA para diagndstico da infecgdo por N. caninum.
Na maioria destes, a proteina foi expressa em sistemas procariotos (LIU et al.,

2007). Testes ELISA utilizando baculovirus como sistema de expressao da proteina
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NcSRS2 também foi testado para sorodiagnéstico da neosporose (NISHIKAWA et
al.,, 2001; NISHIKAWA et al.,, 2002). Neste trabalho, nés demonstramos, pela
primeira vez, a expressao com éxito da proteina NcCSRS2 na levedura metilotrofica
Pichia pastoris, mostrando que as propriedades antigénicas da proteina nativa
NcSRS2 sao conservadas na proteina recombinante. Esse sistema de expresséao
confere varias vantagens como: a capacidade de promover modificagcdes pos-
traducionais como formagédo de pontes dissulfeto, -O e —N glicosilagdo além de
secretar as proteinas heterélogas de forma soluvel no meio, além de permitir a
producao de proteina recombinante em escala industrial (CEREGHINO; CREGG,
1999).

Quando expressamos a proteina NCSRS2 em fermentador obtivemos um
rendimento de ~ 100 mg / L apds concentracédo com 70% de sulfato de aménio.
Este procedimento nos permitiu avaliar a aplicabilidade de uma forma mais simples
de purificacdo a baixo custo, como a precipitagcdo com sulfato de aménio e
dessalinizac&o por dialise (HEBERT et al. 1973).

Embora a infeccdo por N. caninum ser diagnosticada pela IFl, o teste é
complexo e subjetivo, o que limita seu uso em investigagcdes de grande escala. A
disponibilidade de um ELISA a baixo custo para deteccédo de anticorpos especificos
contra Neospora, que é facilmente implementavel em varios laboratorios seria
importante para a industria pecuaria.

O ELISA NcSRS2 desenvolvido no presente trabalho foi aplicado para o
diagndstico de neosporose em bovinos e ovinos. Os resultados de especificidade e
sensibilidade foram satisfatorios, de 97,8% e 100% para bovinos respectivamente, e
de 95,2% e 100%, para ovinos, respectivamente. Os resultados do ELISA foram
comparados com os resultados da IFI realizada com 0os mesmos soros.

A taxa de prevaléncia de N. caninum em bovinos tem sido relatada como
variando de 10 a 60% em diferentes paises (DUBEY et al., 2007), e de 6% a 58%
no Brasil (GONDIM et al., 1999; MUNHOZ et al.,, 2006; OSHIRO et al., 2007).
Levando em conta essa taxa de prevaléncia o ELISA-NcSRS2 apresentou 97,8% de
especificidade e a sensibilidade foi de 100%, o ponto de corte foi de 0,42, com
valores preditivos positivos e negativos de 91% e 100%, respectivamente, em uma

taxa de 20% do nivel de prevaléncia na populagao de bovinos.
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No Brasil ha poucos levantamentos sorologicos de neosporose em ovinos.
No estado do Parana foi observado 9,5% de animais soro reagentes (ROMANELLI
et al.,, 2007), no Distrito Federal, a prevaléncia € de 8,81% de animais reativos
(UENO et al., 2005). Considerando uma taxa de 10% do nivel de prevaléncia na
populacdo ovina, o ELISA-NcSRS2 apresentou como valores preditivos positivos e
negativos 69,8% e 100% respectivamente. A especificidade e a sensibilidade foram
respectivamente de 952% e 100% com ponto de corte de 0,27DO. Esta
soroprevaléncia média é considerada como um possivel risco e esta associada com
o0 aumento das perdas reprodutivas (BARTELS et al., 2005). Varios estudos tém
demonstrado que vacas soropositivas cronicamente infectadas tém um risco de
aborto de duas a trés vezes maior que as soronegativas (PARE et al., 1997;
PFEIFFER et al., 2002; THURMOND & HIETALA, 1997; WOUDA et al., 1998). A
deteccdo de animais infectados (ou seja, animais jovens, animais de reposi¢cao ou
touros) é essencial ndo apenas para isola-los dos rebanhos e evitar a introdugao de
novas portadoras (HALL et al. 2005), mas também para excluir fémeas infectadas do
procedimento de transferéncia de embrides (BAILLARGEON al., 2001; LANDMANN
et al., 2002).



7 Conclusoes

- Neste estudo relata-se que a levedura metilotrofica P. pastoris foi um conveniente
sistema heterdlogo para a expressao pela primeira vez da proteina NcSRS2 de N.
caninum na forma secretada.
- A proteina NcSRS2 recombinante apresenta as caracteristicas antigénicas da
proteina nativa o que permite o seu reconhecimento por soros de diferentes
espécies de animais com neosporose, através do ELISA-NcSRS2. O mesmo
apresenta resultados satisfatérios de sensibilidade e especificidade.

Futuros estudos ainda serdo necessarios para otimizar a expressao desta

proteina e suas formas de purificacao.
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MATERIAIS UTILIZADOS

1) Microorganismos utilizados:
1.1) Bactérias:
Escherichia coli linhagem TOP 10 (Invitrogen)
1.2) Leveduras:
Pichia pastoris linhagem X33 (Invitrogen)

2) Enzimas:

T4 DNA Ligase (New England Biolabs), RNase A, Tag DNA Polimerase
(Invitrogen), Eco RI (Invitrogen), Xbal (Invitrogen), PMEI (New England Biolabs)

3) Marcadores:
3.1) Maradores de DNA:
1 Kb Ladder Promega
3.2) Marcadores de Proteina:
Bench Marker (Invitrogen)

4) Vetores;
Vetor para clonagem de P.pastoris
pPICZaB (Invitrogen)

5) Meios de culturas e solugoes:

Os meios e solugdes foram preparados com agua destiladas e esterilizados
em autoclave por 20 minutos a 120°C. Algumas solugdes sensiveis ao calor foram
esterilizadas por filtragdo. Quando necessario foram adicionados os devidos
antibiéticos nas concentragdes: 50ug/ml zeocina para bactérias e 100ug/ml zeocina
para leveduras.

5.1) Meios para bactérias:
v" Meio LB (Luria Bertani)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

pH ajustado para 7,2



v Meio LB-Agar
Meio LB adicionado de agar bacteriologico
5.2) Meios para leveduras:
v" Meio YPD
Extrato de levedura
Peptona
Glicose
v Meio YPD-Agar
Meio YPD adicionado de agar bacterioldgico
v Meio MM (Meio minimo)
YNB
Biotina
Metanol

1,5% (p/v)

1% (p/v)
2% (p/V)
2% (p/V)

2% (p/V)
1,34% (p/v)

4X10-5%
0,5%

v' Meio BMGY (Meio complexo tamponado com glicerol)

Extrato de levedura
Peptona

Tampao fosfato pH 6
YNB

Biotina

Glicerol

1% (p/v)
2% (p/V)
100mM
1,34% (p/v)
4X10-5%
1%

v' Meio BMMY (Meio complexo tamponado com metanol)

Extrato de levedura
Peptona
Tampao fosfato pH 6
YNB
Biotina
Metanol

6) Solugoes

v' Extragcao de DNA plasmidial

Solucao |
Tris-HCI pH 8,0
EDTA
Glicose

Solucao Il

1% (p/v)
2% (p/v)
100mM
1,34% (p/v)
4X10-5%
0,5%

25mM
10mM
50mM
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NaOH

SDS

Solucéo lll

Acetato de sodio
Acido acético

pH ajustado para 5,0

Analise de DNA em gel de agarose
Tampao Tris-acetato EDTA 10X

Tris-acetato
EDTA
pH ajustado para 8,0

Analise de proteina em gel de poliacrilamida
Tampao de corrida Tris-glicina 5X

Trizma base

Glicina

SDS

Gel concentrador 5% (2ml)
Agua destilada

Acrilamida 30%

Tris 1.0M pH 6,8

SDS 10%

Persulfato de aménio 10%
TEMED

Gel separador 12%

Agua destilada

Acrilamida 30%

Tris 1.0M pH 8,8

SDS 10%

Persulfato de aménio 10%
TEMED

Solugao corante
Coomassie Brilliant Blue G-250
Metanol

Acido acético glacial

0,2M
1% (p/v)

3M
2M

40mM
1TmM

125mM
0,96M
0,5% (p/v)

1,4ml
330ul
250ul
20ul
20ul
2ul

3,3ml
4ml
2,5ml
100ul
100ul
4ul

0,25% (p/v)
30% (v/v)
7% (viv)
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Solugao descorante

Metanol

Acido acético glacial

TE

Tris-HCl pH 7,5

EDTA

Solugao para quantificagao de proteina
Reagente de BRADFORD
Coomassie Brilliant Blue G-250
Etanol

Acido fosférico 17M

Solugao de lavagem PBS-T 10X
NaCl

KCI

Na;HPO4

KH2PO4

Tween-20

Agua gsp 1000ml

pH ajustado para 7,2.

30% (v/v)
7% (viIv)

10 mM
1TmM

0,05% (p/v)
25% (viv)
50% (v/v)

89
0.2g
1.449
0.249g
2ml
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