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Aquele que conhece o outro é sdbio.

Aquele que conhece a si mesmo € iluminado.
Aquele que vence o outro é forte.

Aquele que vence a si mesmo é poderoso.

Aquele que conhece a alegria € rico.

Aquele que conserva o seu caminho tem vontade.

Seja humilde, e permanecerds integro.
Curva-te, e permanecerds ereto.
Esvazia-te, e permanecerds repleto.
Gasta-te, e permanecerds hovo.

O sdbio ndo se exibe, e por isso brilha.

Ele ndo se faz notar, e por isso é notado.

Ele ndo se elogia, e por isso tem mérito.

E, porque ndo estd competindo, ninguém no mundo
pode competir com ele.

(Lao Tsé - Tao Te Ching)
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1. Introducéo

Neospora caninum ¢ um protozoario apicomplexa que foi encontrado em caes na Noruega por
Bjerkas et al. (1984). Estudos como de O’Toole e Jeffrey (1987) ja traziam suspeitas, da associagdo de
um novo género de protozoario com abortos em bovinos. Nesse trabalho, bovinos na Inglaterra foram
diagnosticados para Toxoplasma e Sarcocystis por imunohistoquimica e os resultados foram negativos,
mais tarde, confirmou-se como causa a presenga do N. caninum.

Somente em 1988 Dubey e colaboradores descreveram-o como nova espécie pertencente ao
phylum Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae e subfamilia
Toxoplasmatinae.

Caracteristicas semelhantes a outros organismos do N. caninum contribuiram para dificultar sua
identificacdo. Lindsay et al. (1999a) demonstraram caracteristicas similares nos oocistos de N. caninum
com Hammondia heydorni em fezes de caes e Toxoplasma gondii e Hammondia hammondi em gatos.
Ao microscopio Optico taquizoitas e bradizoitas sdo praticamente idénticos, mas pela microscopia
eletronica percebe-se roptrias em numero, aparéncia e localizagao distintas nos diferentes protozoarios
(DUBEY et al., 1988a; LINDSAY et al., 1999a; SPEER et al., 1989).

A neosporose tornou-se recentemente uma patologia de relevancia, devido aos prejuizos
econdmicos a bovinocultura no mundo por estar relacionado a falhas reprodutivas e diminui¢cdo da
produtividade (DUBEY,1999¢c; TREES et al.,1999). O diagnéstico da neosporose no Brasil ndo ¢
realizado rotineiramente em funcdo da falta de informagdo sobre o parasito e do custo elevado do
diagnostico (ANDREOTTTI et al., 2003).

A identificacdo e caracterizacdo de antigenos do N. caninum fornece subsidios para o
desenvolvimento de técnicas de diagnostico de elevada sensibilidade e especificidade, como também

imunoprotecao contra esse parasito (HEMPHILL et al., 1999).

1.1 Biologia do Neospora caninum

Esse protozoario ¢ um parasito intracelular obrigatério com predilecdo ao sistema nervoso do
hospedeiro. Na forma de taquizoitas se dividem rapidamente em tecidos infectados, ocorrendo em
muitas células do corpo incluindo a derme, visceras e sistema nervoso central (SNC), formando cistos
nos tecidos em animais cronicamente infectados. Os cistos nos tecidos sdo encontrados principalmente

no SNC, nervos periféricos e na retina, onde podem se romper e iniciar uma reativagdo nos animais



cronicamente infectados.

Varias espécies (bovinos, caninos, caprinos, ovinos, eqiiinos e cervideos) podem servir como
hospedeiros intermediarios. Ao se alimentar da carcaga do hospedeiro intermediario, o hospedeiro
definitivo desenvolve uma infec¢do intestinal. O parasito sob reprodu¢do sexuada se reproduz no
intestino e, posteriormente, seus ovos (oocistos) sdo levados ao ambiente pelas fezes (DUBEY ;
LINDSAY, 1996).

Os oocistos ndo esporulados, quando eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos ndo sao
infectivos, medem de 10 a 11um de didmetro e sdo esféricos ou subesféricos, contendo um esporonte
central. Apos trés dias, esses oocistos esporulam e tornam-se infectivos no ambiente (MCALLISTER et
al., 1998). Passam a apresentar dois esporocistos, que medem cerca de 8,4 x 6,1um, e cada esporocistos
contém quatro esporozoitas, medindo 7-8 x 2-3 um (LINDSAY et al., 1999a).

Ap6s a ingestdo dos oocistos pelo hospedeiro intermediario eles se desencistam e invadem os
tecidos desenvolvendo uma infeccdo sistémica. O parasito no cérebro apresenta, um comportamento de
dorméncia nos tecidos principalmente na forma de bradizoitas, que sdo infecciosos em estado latente
dentro dos cistos (DUBEY ; LINDSAY, 1996).

Os cistos teciduais possuem formas ovais com didmetro de até 107 um e ja foram observados
em tecidos, como cérebro, medula espinhal, nervos e retina (DUBEY et al., 1988a). A maioria dos
cistos teciduais apresentam parede variando de 1 a 2 um de espessura, podendo até medir 4pm, o que
provavelmente esta relacionado com o tempo de infecgdo. No interior desses cistos sao encontrados os
bradizoitas, que sao delgados, medindo 6 a 8 x 1 a 1,8 um e apresentam as mesmas organelas da forma
taquizoitas, exceto pela quantidade de roptrias que ¢ menor nos bradizoitas (BJERKAS ; DUBEY,
1991).

Os taquizoitas (figura 1) podem ter formas ovoéide, lunar ou globular e medirde 3a7x 1 a5
um, dependendo do estagio de divisdo. Eles dividem-se em dois zoitas por endodiogenia (DUBEY ;
LINDSAY, 1996). Sua penetracdo na célula hospedeira (células neurais, macréfagos, fibroblastos,
células endoteliais, monocitos, hepatdcitos e células epiteliais do tubo neural) ocorre por meio de
invasdo ativa, podendo comegar apds cinco minutos de contato com a célula (HEMPHILL ;
GOTTSTEIN, 1996). Segundo Buxton et al. (2002) os taquizoitas podem multiplicar-se e destruir
células se a resposta imune nao for efetiva, se houver a resposta efetiva sobre o taquizoitas esses se

diferenciam em bradizoitas originado um cisto tecidual persistente.
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Fig. 1 Taquizoita de Neospora caninum - Speer et al.,
1999

A reativagdo dos cistos em situagdes de imunossupressao, como durante a gravidez, pode levar
areconversao de bradizoita para taquizoita e subseqiientemente infec¢do da placenta e do proprio feto.

Cistos com bradizoitas sdo oralmente infecciosos e estdo intimamente ligados a transmissao vertical e

horizontal da infeccao (INNES et al., 2002; QUINN et al., 2002).



1.2 Hospedeiros definitivos

O cdo ¢ o hospedeiro definitivo do N. caninum e também intermediario, caso libere occistos nao
esporulados nas fezes (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al, 1999b). Recentemente
demonstraram que coiotes (Canis latrans) sdo também hospedeiros definitivos (GODIM et al., 2004).

Apods o conhecimento do ciclo de vida completo do N. caninum, estudos epidemioldgicos
indicaram que a presenca de cdes em fazendas aumenta o risco de aborto por Neospora caninum no
rebanho (PARE et al., 1998; WOUDA et al., 1999). Em 1998 caes infectados experimentalmente
demonstraram que eles eliminam oocistos de N. caninum em suas fezes, confirmando que esse evento
ocorre em condi¢des naturais (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999b, GODIM et al.,
2002).

1.3 Hospedeiros intermediarios

Estudos da soropositividade em animais como: bovinos, ovinos, caprinos, eqiiinos, canideos,
além dos bubalinos e outros animais silvestres, dao indicios da participacdo no ciclo biologico do N.
caninum como hospedeiros intermediarios (DUBEY, 1999; DUBEY, 2003). No entanto, ha

necessidade da comprovagao do papel como hospedeiro intermediario desses organismos.

No caso das raposas ( Vulpes vulpes ), ratos (Rattus norvegicus), guaxinim (Procyon lotor),
bovinos, cervideos, caes e ovinos eles sdo comprovadamente hospedeiros intermediarios (ALMERIA et
al., 2002; HUANG et al., 2004; LEMBERG et al, 2005; SCHARES et al., 2002; DUBEY et al., 2006,
DUBEY, 2003)

Outro possivel hospedeiro de interesse sdo os humanos, embora a semelhanga entre a
toxoplasmose e a neosporose ndo tenha sido observada. Soropositividade em fazendeiros, mulheres
com histérico de aborto e outros grupos sdo indicios de infeccdo humana (NAM et al., 1998;
PETERSEN et al., 1999; GRAHRAM et al., 1999; TRANAS et al., 1999; HEMPHILL ; GOTTSTEIN,
2000).

Moskwa et al. (2003), detectaram a presenca de DNA de N. caninum em leite de bovinos
infectados, aumentando assim a urgéncia de estudos em humanos. Estudos soroldgicos em humanos
nao demonstraram titulos de anticorpos anti-N. caninum (GRAHRAM et al., 1999; PETERSON et al.,
1999).

Cultura de N. caninum in vitro com soro humano adulto, negativo para N. caninum por
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aglutinagdo, demonstrou a total auséncia do efeito inibitorio no desenvolvimento do N. caninum, ao
contrario do que se observou com soro de ovinos que diminui significativamente o nimero de parasitos
intracelular ( OMATA et al., 2005).

Recentemente Lobato et al. (2006) detectaram alta soroprevaléncia para Neospora caninum (38
%) em humanos imunodeprimidos em fun¢do da infec¢do por virus da AIDS (Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) e em pacientes com desordens neurologicas (18%) o que sugere ser uma
zoonose oportunista, embora haja necessidade de testes detecgdo direta (PCR ou Imunohistoquimica)

para confirmagao dessa hipotese.

1.4 Mecanismo de transmissdo de Neospora caninum

A principal via de transmissdo em bovinos ¢ a via transplancetaria (via vertical ou infeccao
congeénita) (PARE et al., 1996; ANDERSON et al., 1997; SCHARES et al., 1998; DAVISON et al.,
1999). Esse modo de transmissdo possui uma eficiéncia de 81 a 95% (PARE et al., 1996; SCHARES et
al., 1998; DAVISON et al., 1999).

A transmissdo transplacentaria pode ocorrer durante sucessivas gestacdes e fémeas
congenitamente infectadas podem mais tarde transmitir o parasita a progénie permitindo a persisténcia
do parasita por muitos anos em um rebanho infectado sem que haja o envolvimento do hospedeiro
definitivo (DAVISON et al, 1999a).

Anderson et al. (2000) observaram em rebanhos com neosporose endémica evidéncia sorologica
de infec¢do congénita e soropositividade similar entre os bezerros e os bovinos adultos. No entanto,
durante um surto epidémico resultados soroldgicos demonstraram que as vacas que abortaram
provavelmente adquiriram a infeccdo apds o nascimento, devido a falta de associagdo entre a
soropositividade de maes e filhas (THURMOND et al., 1997).

Bezerros infectados via oral com oocistos de caes infectados experimentalmente por Neospora
caninum apresentaram infec¢do (DE MAREZ et al., 1999). Porém a transmissdo experimental via
placenta de infeccdo do feto com infec¢do via oocisto nos bovinos em gestagdo ndo foi descrita
(ANDERSON et al., 2000).

A transmissao horizontal ocorre quando hospedeiros intermediarios ou definitivos infectam-se
consumindo os oocistos esporulados eliminados pelo hospedeiro definitivo (MCALLISTER, 1999).

As fontes de infeccao para os caes ainda ndo foram identificadas, mas as placentas e os fetos de

bovinos, e as carcagas de bezerros infectados via congénita podem conter cistos viaveis de N. caninum



e conseqiientemente, infectar os caes (MCALLISTER, 1999; DIJKSTRA et al., 2001 a).

O parasita infecta as placentas dos bovinos, que sdo consumidas freqiientemente por caes nas
fazendas (SHIVAPRASED et al., 1989; FIORETTI et al., 2000; BERGERON et al., 2001). Os caes
eliminaram oocistos de N. caninum apds consumirem placentas de bovinos infectados naturalmente (
DIJKSTRA et al., 2001).

Caes alimentados com tecidos de bezerros com neosporose eliminaram poucos 0ocistos nao
esporulados de N. caninum nas fezes. O periodo de eliminagdo foi de 16 dias ¢ ndo se detectou
anticorpos anti-N. caninum nesses caes, nos periodos de 11 ¢ de 38 dias apds a infecgdo experimental
(LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

A placentofagia em vacas implica em um forte indicio de outra via de transmissao horizontal de

neosporose entre bovinos (MODRY et al., 2001).

Outra forma de transmissdo de N. caninum ¢ chamada lactogénica que ja foi demonstrada
experimentalmente em bezerros recém-nascidos, alimentados com taquizoitas adicionados ao colostro,
entretanto, ndo ha evidéncias de que isto ocorra naturalmente (DAVISON et al., 2001). Caes
alimentados com taquizoitas adicionados ao leite ndo eliminaram oocistos nas fezes (DIJKSTRA et al.,
2001). Carnivoros podem adquirir a infeccdo por meio da ingestdo de tecidos infectados

(MACLLISTER et al., 1998).

15 Neosporose

A neosporose pode ocorrer ao longo do ano embora, algumas pesquisas indiquem que a
incidéncia de neosporose ¢ alta no inverno na Califérnia e mais alta no verdo/outono na Holanda.
Temperatura e umidade podem afetar o desenvolvimento, sobrevivéncia e transmissao dos oocistos,
mas ainda faltam estudos para determinar se ¢ sazonal a distribui¢ao da neosporose (ANDERSON, et
al., 1991). Embora sinais clinicos, além do aborto, tenham sido identificados em animais com mais de
dois meses de idade, aborto tem sido o unico sintoma observado em vacas. Sendo que, as quais, em
qualquer idade podem abortar no periodo entre os trés meses de gestagdo e até o final da gestacdo;
entretanto, a maioria dos abortos induzidos por Neospora esta relacionada com o periodo entre o 5° ¢ 6°

més de gestacao (BARR et al.,1998).

O feto pode morrer no utero e ser reabsorvido, mumificado, autolizado, natimorto, nascer vivo

mas doente, ou nascer clinicamente normal mas cronicamente infectado. Abortos causados por N.
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caninum podem acontecer anualmente e podem afetar somente uma parte das vacas, até 30% do
rebanho. Vacas soropositivas para N. caninum s3o mais susceptiveis a aborto do que as vacas

soronegativas (THURMOND ; HIETALA, 1996).

No nascimento, os bezerros contaminados no utero com N. caninum podem apresentar
sintomatologia nervosa, estar abaixo da média do peso, com dificuldade de se desenvolver ou mesmo
ndo apresentar sinais clinicos (WOUDA, et al., 1998). Membros anteriores ou posteriores podem estar
flexionados ou hiperextendidos. Em exame neurolédgico freqlientemente revelam ataxia, decréscimo no
reflexo patelar e perda da percepcdo. Podem apresentar exoftalmia ou mesmo uma aparéncia

assimétrica dos olhos (DUBEY, 1998)

A neosporose afeta tanto gado de corte como de leite e tem sido registrada na Europa,
Escandinavia, Africa, Australia, Estados Unidos, Brasil (DUBEY, 1999; GONDIM et al.,1999,
SARTOR, 1997) e no Estado do Mato Grosso do Sul (ANDREOTTI, 2001).

Esta doenca ¢ considerada atualmente como a maior causa de aborto em gado de leite nos
Estados Unidos, Nova Zelandia e na Holanda (THURMOND ; HIETALA, 1997b). Praticamente 100%
de bovinos em alguns rebanhos vém sendo expostos a Neospora caninum (DUBEY, 1999). Estima-se
que 20 a 30% dos abortos na Califérnia estdo relacionados com N. caninum, determinando um prejuizo

de US$35 milhdes por ano (BARR, et al., 1998) .

1.6 Resposta imune para N. caninum

Experimentos em camundongos infectados com N. caninum demonstraram que sua resposta
imune ¢ parecida com a resposta de Toxoplasma (GAZZINELLI et al., 1993). A resisténcia para
toxoplasmose demonstra-se associada a linfécitos T helper 1 (Thl) mediada por citocinas interferon-y
(IFN-y), interleucina 12 e 2 ( SUZUKI et al., 1988; GAZZINELI et al., 1994).

Estudos com infeccdo natural e experimental no gado sugerem similaridade com a resposta
imune em camundongos, pois, a resposta Thl & a principal resposta na protecdo contra Neospora
caninum ( LUNDEN et al., 1998).

Em paralelo a resposta imune celular, a resposta humoral demonstra ter um papel na protecao

contra Neospora caninum, ja que camundongos soronegativos sucumbem a infec¢do por N. caninum (
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EPERON et al., 1999). Altos niveis de IgG2a e baixos niveis de IgG1 sdo detectados durante a infecgao
em camundongos (INNES et al., 2002).

Camundongos deficientes de IL-12 (interleucina-12) ou IFN-y foram incapaz de sobreviver a
infec¢ao com N. caninum (KHAN et al., 1997, BAZLER et al., 1999a; DUBEY et al., 1998). Em
cultura in vitro de macréfagos de camundongos evidenciaram que a proliferagao de N. caninum inibiu
IFN-y via geragdo de 6xido nitrico (NO), como foi descrito anteriormente em T. gondii (TANAKA et
al., 2000), sugerindo que a producdo de NO, IFN-a-B-y e TNF-a influencia na resisténcia em
camundongos (INNES et al.,1995; NISHIKAWA et al., 2001d; YAMANE et al., 2000). Infec¢ao de
fibroblastos com N. caninum e tratamento com IFN-y induz apoptose na célula hospedeira devido a
associacdo da fragmentagdo do DNA e aumento da caspase 3 ( NISHIKAWA et al., 2002). No entanto,
a infecgdo aguda de N. caninum ¢ letal em camundongos BALB/c deficientes em IFN-y (NISHIKAWA
et al., 2001c).

Geralmente os bovinos demonstram sinais clinicos durante a infeccdo pelo N. caninum,
entretanto, problemas surgem durante a gravidez devido as mudangas no perfil de citocinas em fungao
do estado de prenhez. Antes da gestacdo a fémea ¢ habil em montar uma resposta efetiva Th 1 contra a
infec¢do de N. caninum, enquanto durante o meio da gestagdo é predominante a combinagdo de
resposta Th-2 e citocinas (INNES et al., 2002).

Dentre as citocinas a IL-10 abaixa taxa da producao de IFN-y durante a infec¢ao, o que estimula
a recrudescéncia (reativacao da infecgdo) e facilita a infeccdo do feto (INNES et al., 2002).

Diversos modelos com camundongos foram uteis nos estudos em respostas imunes a infec¢ao
do N. caninum (DUBEY ; LINDSAY, 1996; SAWADA et al.,, 1997). Células do bago de
camundongos infectados produzem inicialmente IL-12 e depois interferon-y (KHAN et al., 1997).
Essas duas citocinas sdo importantes na resisténcia a infecgdo do N. caninum pois, camundongos
tratados com anticorpos anti-IL-12 ou anti- IFN-y sucumbem a uma infec¢do letal (KHAN et al., 1997,
DUBEY et al, 1998; BASZLER et al, 1999a). Além disso, a classe complexo do
histocompatibilidade principal (MHC) classe II regula macréfagos e células CD4+ a mediar o [FN-y a
infec¢do do N. caninum (NISHIKAWA et al., 2001a). A administracdo de IL-12 recombinante resulta
em diminui¢do significativa de sinais clinicos adiantados, mas ndo parece alterar a protecao a longo
prazo da doenca, sugerindo que IFN-y ¢ um mediador principal da resisténcia durante a infeccao
aguda (BASZLER et al.,, 1999a). Em outros estudos, a suscetibilidade de camundongos esta
relacionada aos niveis IL-4, porque a resisténcia dos camundongos B10.D2 ¢ associada com uma falta

da producao de IL-4 por esplendcitos. Assim como também, a suscetibilidade de C57BL/6 e de ratos
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BALB/c corresponde a um nivel mais elevado do IL-4 de esplendcitos (LONG et al., 1998; BASZLER
et al., 1999). A resposta inflamatéria depois da infeccdo em camundongos estd relacionado a acdo da
IL-6 e IFN-y (SHIBAHARA et al., 1999).

Camundongos C57BL/6 deficientes de células-B foram sensiveis a infecgdo pelo N. caninum
(EPERON et al., 1999), indicando que as células-B sdo também fatores importantes na resisténcia a
infecgao.

Os camundongos de BALB/c sdo susceptiveis a uma infeccdo na fase aguda e cronica da
infecgdo do N. caninum, com taquizoitas disseminados nos tecidos, mas baixa mortalidade. Entretanto,
camundongos BALB/c vacinados com o virus recombinante que expressa a proteina NcSRS2 da
superficie do N. caninum, foram protegidos ¢ evitaram a progressdo do parasito em diversos tecidos e
orgaos (NISHIKAWA et al., 2001b). Assim, a vacinagdo de ratos BALB/c com o virus recombinante
demonstrou a imunidade protetora a infec¢do e a disseminagdo do N. caninum, ja que os ratos nao

vacinados normais obtiveram somente a imunidade protetora parcial.

1.7 Testes de diagndsticos
1.7.1 Diagnostico direto

Na pesquisa de N. caninum através de métodos diretos utiliza-se exames: histopatologico,
imunohistoquimico, isolamento in vitro e in vivo, deteccdo do DNA do parasito por reagdo da
polimerase em cadeia (PCR), a observagdo dos cistos a fresco e o exame de fezes ( DUBEY et al.,

1998; HEMPHILL et al., 2000; ANDERSON et al., 2000; SAGER et al., 2001; PETERS et al.,2001).

1.7.1.1 Exame histopatolégico

O principal método de diagndstico em fetos abortados estd baseado no exame de tecidos fetais
mediante o uso dos corantes - hematoxilina e eosina. A observacao de lesdes compativeis a infecgdes
por protozoarios ( encefalite ndo supurativa, miocardite, hepatites, placentites, etc.) (BARR et al, 1991,
WOUDA et al., 1997), sugere o diagndstico de aborto por neosporose. Essa técnica de referéncia
necessita sempre de confirmagdo da presenga do parasito ja que outros protozoarios poderiam causar
lesdes similares como espécies do género Sarcocystis (JENKINS et al., 2002). O outro aspecto a se

levar em conta ¢ o numero reduzido de N. caninum viaveis, pois, estdo geralmente em tecidos
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autolisados, em fetos abortados, e estes freqiientemente nao sdo visiveis em laminas coradas com

hematoxilina (AGERHOLM et al., 1997).

Freqiientemente observa-se o nimero pequeno de cistos no diagndstico de neosporose em
bovinos através do exame histopatologico, (LINDSAY et al.,, 1993; CAMPERO et al., 1998),
principalmente em fetos (BERGERON et al., 2001) o que também diminui a capacidade de detecgdo

direta dos cistos.

1.7.1.2 Exame imunohistoquimico

Peters et al. (2001) identificaram, pela primeira vez, cistos de N. caninum no musculo
esquelético de caes e bezerros com infecgdo natural. Utilizando o método imunohistoquimico ele pode
diferenciar taquizoitas dos bradizoitas (LINDSAY; DUBEY, 1989).

O teste de imunohistoquimica dos tecidos fetais, que utiliza o feto inteiro, ou pelo menos o
cérebro e a medula, ¢ um eficiente método para confirmar o diagndstico, contudo, sua eficiéncia ¢é
prejudicada por amostras de tecidos de abortos autolizados (ANDERSON et al., 1994).

A desvantagem do método imunohistoquimica ¢ sua baixa sensibilidade ja que a escassez de
tecidos infectados dificulta a identificacdo, sendo necessario a coloragdo de varios cortes histologicos
do sistema nervoso central (WOUDA et al., 1997; BOGER ; HATTEL, 2003).

Stenlund et al. (1997), Davison et al. (1997) e Sawada et al. (2000), ndo observaram lesdes
histologicas e parasitos pela imunohistoquimica, nas amostras de bovinos, porém, isolaram N. caninum

em cultivo celular.

1.7.1.3 Deteccéo direta dos cistos de Neospora caninum

Esse método compreende utilizagdo da microscopia direta, com amostras de cérebro suspeito
sdo comprimidas em laminas de vidro, com laminula e examinadas sem coloracdo (DUBEY et al.,

1998; GONDIM et al., 2001).
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1.7.1.4 Exame de fezes

A pesquisa dos oocistos de N. caninum no exame de fezes ¢ realizada por meio da flutuagao,

com uma solugdo de agticar (MCALLISTER et al., 1998).

Basso et al. (2001a) realizaram o método da flutuacdo com solugdo de aglicar e encontram
oocistos pequenos, semelhantes aos de Hammondia heydorni. Posteriormente, os oocistos foram

confirmados como de Neospora, nos Estados Unidos, por PCR e inoculagiao em gerbils.

1.7.1.5 Isolamento in vitro de N. caninum

Inicialmente, os taquizoitas de N. caninum foram cultivados em mondcitos bovinos e células
endoteliais de artéria cardio-pulmonar bovina (LINDSAY ; DUBEY, 1989) e, posteriormente, se
cultivou em diferentes linhagens celulares Vero e Marc-145 , células de rim bovino e fibroblastos de
pele humana. Os taquizoitas podem manter-se indefinidamente mediante seu repasse continuo em
cultivo celular sem perdas aparentes da infectividade em camundongos e apds conservagdo em

nitrogénio liquido (DUBEY et al., 2002).

As principais amostras utilizadas para ino6culo sdo cérebros e medula espinhal de bovinos, caes,
camundongos e de eqiiinos (MARSH et al., 1996; DUBEY et al., 1998; SAWADA et al., 2000). Nas
amostras de fetos, o cultivo in vitro, os exames histopatologicos e os imunohistoquimicos s3o os
métodos convencionais utilizados na detec¢o direta de N. caninum ( SAGER et al., 2001).

Nos cultivos celulares, apos 45-60 minutos finaliza-se a invasdo celular e comega a
endodiogenia aparecendo a primeira geragdo de taquizoitas a dez horas apos infeccao (HEMPHILL et
al., 1996; SUNDERMANN ; ESTRIDGE, 1999). Trinta e seis horas apds infeccdo observou-se células
infectadas com mais de dez taquizoitas inclusive um vacuolo parasitoforo bem desenvolvido. O numero
de taquizoitas se multiplica exponencialmente podendo se observar mais de cem em uma mesma célula
em quatro dias pds-infecg@o. O efeito citopatico na monocamada se observa aos trés dias ap6s infeccao,
ficando totalmente destruidas de quatro a cinco dias.

Além do maior tempo de isolamento, as cepas de N. caninum isoladas de bovinos

apresentaram crescimento lento, durante e apos o estabelecimento dos cultivos. As hipoteses sobre
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as diferencas na viruléncia dos parasitas, ou adaptacdo ao cultivo celular precisam ser determinadas
(CONRAD et al., 1993a; STENLUND et al., 1997).

O isolamento de N. caninum em camundongos ou cultivo celular ¢ mais dificil do que o
isolamento de T. gondii e o crescimento de N. caninum também ¢é mais lento do que o de T. gondii
em cultivo celular (DUBEY et al., 1998).

A taxa de proliferagdo parece variar entre as diferentes cepas de Neospora, sendo que alguns
isolados multiplicam-se mais rapidamente do que os outros. A multiplicacdo das cepas isoladas de
cdes ¢ mais rapida do que as de bovinos (CONRAD et al.,1993b; STENLUND et al., 1997).
Provavelmente, a cepa de cdo adapta-se mais facilmente ao crescimento em cultivo celular, mas a
razdo ¢ desconhecida.

Somente a forma taquizoita foi observada no cultivo in vitro de N. caninum, (LINDSAY ;
DUBEY, 1989), mas Weiss et al. (1999) demonstraram a expressdo de um antigeno especifico de

bradizoitos de N. caninum, em cultivos do parasita submetidos a condi¢des de estresse.

1.7.1.6 lIsolamento in vivo

O isolamento de N. caninum em relacdo ao T. gondii de tecidos suspeitos, mediante a
inoculacdo em camundongos ¢ mais dificil. O uso de determinadas espécies de camundongos pode
facilitar o isolamento de N. caninum dos fetos bovinos, especialmente quando o material ndo é apto
para o cultivo celular devido a contaminacdo microbiana. Os do tipo BALB/c sdao melhores do que os
Swiss-Webster, principalmente quando o material ndo pode ser cultivado em células, em se tratando de
contaminagdo microbiana (DUBEY ; LINDSAY, 1996).

Observou-se que a inoculagdo de cérebro de feto suspeito de infecgcdo por N. caninum, em
camundongos imunodeprimidos, e subseqiiente inoculagdo do cérebro do camundongo em cultivo
celular, aumentaram as chances de obtengao do parasita (YAMANE et al.,1998). Sawada et al. (2000),
utilizaram este método para isolar a cepa BT-3 de bovino.

Swiss Webster ndo ¢ susceptivel ao Neospora caninum mas, quando imunossuprimidos podem
morrer ¢ desenvolver cistos em condigdes ndo imunossupressoras esses camundongos permaneceram
clinicamente normais, com anticorpos contra o parasita, € os cistos nao foram observados Dubey et al.
(1998).

Os gerbils imunocompetentes podem ser utilizados para o isolamento de N. caninum, a partir

de amostras infectadas. No isolamento da cepa NC-Bahia, as amostras de cérebro de cao foram
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inoculadas primeiro em gerbils imunocompetentes, que desenvolveram sinais clinicos, mas se
recuperaram. Os cérebros dos gerbils, obtidos na eutandsia trés a quatro meses depois, foram
processados para inoculagao em cultivo celular. Os taquizoitas apareceram entre sete ¢ quinze dias apds

o0 in6culo nos frascos de cultivo (GONDIM et al., 2001).

1.7.1.7 Reacdo da Polimerase em Cadeia - PCR

A deteccdo de DNA parasitario em tecidos suspeitos mediante PCR ¢ a opcdo utilizada no
diagnostico em bovinos, devido as vantagens como : rapidez, tolerdncia a qualidade da amostra
original, e facilidade de realizacdo em laboratorio de diagndstico. Na pratica a técnica de PCR tem sido
utilizada principalmente no diagnostico de aborto bovino, mas também em estudos de patogenia,
epidemiologia e filogenia.

A reagdo da polimerase em cadeia (PCR) ¢ uma das técnicas mais importantes da biologia
molecular, e representa um grande avango no diagndstico de varias doengas, pela amplificagao de
segmentos especificos do DNA. O método ¢ utilizado para detectar o DNA de diversos patdgenos, e
durante os ultimos anos vem se destacando como metodologia para pesquisa e diagndstico de
protozoarios corno Toxoplasma e Neospora (YAMANE et al., 1996; ELLIS, 1998; ELLIS et al.,
1999; PITEL et al., 2001; SAGER et al., 2001).

A caracterizagdo molecular de N. caninum objetivou a taxonomia e o desenvolvimento da
PCR como método diagndstico de neosporose (DUBEY ; LINDSAY, 1996). A maioria das pesquisas
avangaram considerando que os isolados de N. caninum de cédes e de bovinos, pertencem a mesma

espécie e sdo geneticamente idénticos (MARSH et al., 1995).

A PCR, com a deteccdo do DNA de N. caninum em tecidos de fetos, bezerros, bovinos adultos e
em placentas, pode ser um método diagnostico, contudo, a técnica ndo € rotina devido ao seu custo e aos
problemas técnicos associados com a deteccdo do DNA em cérebros de fetos autolisados (DUBEY, 1999;
BERGERON et al., 2001). Outras desvantagens da PCR, além do custo relativamente elevado incluem a
aquisicdo de equipamentos e experiéncia na realizacdo das técnicas (ANDERSON et al., 2000).

Na Franga, Pitel et al. (2001) encontraram uma boa correlagdo entre os resultados positivos da
PCR, em fetos bovinos, ¢ a presenga de anticorpos de N. caninum nas maes.

Neospora caninum poderia induzir o aborto sem invadir o feto, contudo, os exames por PCR, de

placentas e os respectivos fetos abortados, demonstraram DNA de N. caninum somente nas placentas dos
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fetos que também resultaram positivos (GOTTSTEIN et al., 1999). As provaveis alteragdes patofisiologicas
pré fetais causadas por neosporose ainda nao foram elucidadas (SAGER et al., 2001).

O método da PCR pode ser aplicado para determinar a prevaléncia de N. caninum em caes
domésticos e em canideos selvagens, identificando-se os oocistos do parasita nas fezes (BASSO et al.,
2001b).

Entre as técnicas descritas até o momento, cabe comentar aquelas baseadas na amplificacdo da
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal (HOLMDAHL ; MATTSSON, 1996), as
que amplificam fragmentos da regido Nc5 de DNA genomico (YAMAGE et al., 1996) e as que
utilizam o gene 14-3-3 de N. caninum (LALLY et al.,1996b).

As sequéncias de ITS1, ITS2 e 5.8S de N. caninum foram descritas por Payne ; Ellis,(1996)
selecionando o segmento ITS1 para o desenvolvimento de provas de PCR especificas de N. caninum, ja
que essa regido mostrava somente 80 % de similaridade com T. gondii. As sequéncias diferentes entre
N. caninum ¢ T. gondii foram utilizadas para o desenho de dois primers especificos de N. caninum
correspondente a um fragmento de 279 pares de bases (pb), ndo amplificando este fragmento em T.
gondii e nem em 4 espécies de Sarcocystis. Essa PCR foi suficientemente sensivel para detectar 5
taquizoitas (HOLMDAHL ; MATTSSON, 1996).

Nos ultimos anos, varias provas de PCR tém sido empregadas baseando-se em diferentes
regides, como por exemplo, uma Nested PCR que foi utilizada no estudo da patogenia em ovelhas
(BUXTON et al., 1998) e em diagnostico de aborto em bovinos (SCHOCK et al., 2001). Essa mesma
PCR se aplicou para diagnosticar infeccdo pelo parasito em fetos bovinos na zona norte da Espanha
obtendo-se 15,3 % de positivos (9/59) (PEREIRA-BUENO et al., 2003). A Nested PCR amplificou
fragmento ITS1 com éxito e tem sido utilizada no diagndstico de N. caninum e T. gondii, com DNA de
cérebros em formol e em material parafinado. Os primers usados amplificam um fragmento de 147 pb,
podendo até detectar 10 fg (fentogramas) de DNA gendmico de N. caninum (ELLIS et al.,1999).

A PCR baseada na seqiiéncia Nc-5 descrita por Kaufmann et al. (1996), corresponde a uma
seqiiéncia em particular que ndo se encontra em outro grupo taxondomico. A primeira PCR que se
desenhou sobre essa regido amplificava um fragmento de 944 pb de N. caninum, detectando até 100 pg
(picogramas) de DNA do genoma do parasito. Com o objetivo de aumentar a sensibilidade dessa PCR,
Yamage et al. (1996) realizaram diversas combinagdes de primers. Entre as 19 utilizadas, os pares
Np21/Np6, Np21/Np4 e Np7/Np6 mostraram ser especificos de Neospora caninum, detectando cerca
de 10 pg de genoma do parasito e o par Np21/Np6 foi capaz de detectar apenas um taquizoito em 2 mg

de amostra de tecido cerebral de camundongo. Neste caso o fragmento resultante foi de 328pb. Para
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otimizar o uso da PCR no diagnéstico de rotina, se introduziu o sistema UDG (Uracil DNA
glicosidase) que elimina potenciais contamina¢des procedentes de fragmentos amplificados em
reagOes prévias, e o DIA (DNA - imunoensaio de hibridizacdo) que facilita a leitura dos resultados
mediante a utilizagdo de uma sonda fluorescente de captura especifica de Neospora (MULLER et al.,
2002).

Os primers Np21plus/Np6plus amplificaram um segmento de 337 pb e tem sido empregado na
deteccdo do parasito em fetos bovinos abortados (GOTTSTEIN et al., 1998; PITEL et al., 2001;
SAGER et al., 2001; SONDGEN et al., 2001).

A PCR seminested com os primers Np4/Np7 amplificou um fragmento de 275 pb da regido Nc-
5 de N. caninum, foi empregada sobre tecidos de 61 fetos bovinos abortados. O DNA foi obtido de
tecido fresco ou congelado e fixados em formol e em parafina. Primeiramente os fetos foram analisados
por histologia e imunohistoquimica agrupando-se em trés grupos: positivos nas técnicas citadas,
positivo para a primeira técnica, mas negativo para imunohistoquimica e negativo para ambas e
verificou-se que a probabilidade de detectar ao parasito era maior na fixagdo quimica e nas zonas
lesionadas. A PCR foi mais sensivel comparada com a imunohistoquimica e se deveria empregar
conjuntamente com histologia para confirmar o diagnostico da infeccdo (BASZLER et al., 1999b).
Posteriormente esta PCR Seminested foi utilizada em estudos de aborto bovino por neosporose na
Coréia (KIM et al., 2002).

Yamage et al. (1996) fizeram uso de primers Np21/Np6 nos cérebros de camundongos
infectados experimentalmente e posteriormente os primers Np21plus/Np6plus que foram usados para
estudar a transmissao vertical de N. caninum em camundongos (LIDDELL et al., 1999b).

Uma PCR QC-PCR (quantitativo-competitiva) com os primers Np21/Np6 foi empregada para
estudar os niveis de parasitos no cérebro e pulmdes de filhotes de camundongos infectados
experimentalmente com N. caninum (LIDDELL et al., 1999a) ¢ uma PCR quantitativa em tempo real
para estudar proliferacdo de N. caninum em cultivo celular (MULLER et al., 2002).

A PCR baseada no gene que codifica a proteina de eucariotas altamente conservada durante a
evolugdo, amplificou por meio do PCR Nested um segmento estimado de 614 pb e detectou 5000
parasitos por grama de tecido cerebral ( 25 taquizoitos por cada grama 5 miligramas de tecido cerebral)
(LALLY et al., 1996b). Contudo, essa PCR ndo foi aplicada nem em estudos de patogenia e nem
estudos de diagnostico de aborto bovino.

Finalmente, a PCR baseada no gene do RNA (4cido ribonucléico) ribossémico dos

Apicomplexa utilizou primers COC-1 ¢ COC-2 amplificando um produto de 294 pb. Para detectar N.
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caninum e diferencia-lo de outros apicomplexas, se desenhou una sonda especifica de N. caninum
obtendo-se um padrao de detec¢do de um taquizoita (HO et al., 1996, 1997a, b). Este sistema foi
aplicado em estudos de patogenia e distribui¢do do parasito em infecgdes experimentais em vacas (HO
et al., 1997b).

Apesar dos progressos da PCR na deteccdo de Neospora, existem poucas avaliagdes da sua
aplicagcdo no diagnoéstico da infeccdo em bovinos, e atualmente a PCR ainda ¢ utilizada em poucos
laboratdrios, como método diagnoéstico e de pesquisa (ANDERSON et al., 2000). Existe uma tendéncia
para que o método aumente de maneira significativa a detec¢do segura e a identificagdo espécie-
especifica do parasita ou do DNA do parasita, nas amostras de cérebro ou placenta. O emprego da PCR
estd aumentando nos laboratérios de diagnostico da neosporose, e principalmente associada aos

resultados histopatologicos (YAMAGE et al., 1996; SAGER et al., 2001).

1.7.2 Métodos de Diagnostico Sorolégico (Indiretos)

A infec¢do por N. caninum induz a produgdo de anticorpos ,entretanto, ainda ndo é possivel
determinar o inicio da infec¢do com base no exame sorologico (MCALLISTER et al., 2000). Por outro
lado pesquisas com os testes soroldgicos sao importantes para os estudos da epidemiologia da infecgao
¢ da doenga (ATKINSON et al., 2000).

Existem varios testes que detectam anticorpos séricos especificos para N. caninum,
principalmente em cdes e bovinos. Os mais utilizados sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI)
e o teste imunoenzimatico (ELISA) (BJORKMAN et al., 1994; ANDERSON et al., 2000; ATKINSON
et al., 2000). Os testes sorologicos de IFI e de ELISA necessitam do conjugado, o anticorpo secundario
espécie-especifico, para detectar os anticorpos de N. caninum (BJORKMAN ; UGGA., 1999;
HEMPHILL ; GOTTSTEIN, 2000).

Os antigenos de N. caninum podem ser os naturais ou recombinantes, ¢ diferem de acordo com
o teste sorologico. No método da IFI, os taquizoitas inteiros sdo fixados nas laminas, e nos diferentes
tipos de ELISA, utiliza-se o extrato de taquizoitas; os taquizoitas inteiros; os antigenos de taquizoitas
incorporados a um complexo imunoestimulante e os antigenos recombinantes (BJORKMAN ;
UGGLA, 1999; HEMPHILL et al., 2000).

Os taquizoitas sdo obtidos de cultivo in vitro, de cepas de N. caninum isoladas de bovinos e de
cdes (ANDERSON et al., 2000), e ndo existem indicagdes que possiveis pequenas diferengas

antigénicas entre os isolados afetem a eficicia dos testes (BIORKMAN et al., 1999).
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Os principais antigenos imunodominantes dos taquizoitos sdo o p37 e p29/30, com 37 kDa e
29/30 kDa de massa molecular, respectivamente. Estdo localizados nos granulos densos e no vacuolo
parasitoforo, e podem ser considerados como os alvos principais nos testes soroldgicos (BJERKAS et
al.,, 1994; ATKINSON et al.,, 2000) embora, nos soros com titulos baixos de anticorpos, alguns
antigenos podem nao ser detectados. Estes antigenos foram clonados, e as sequéncias de genes obtidas

revelaram homologias aos genes que codificam os antigenos de superficie do T. gondii (SRS-2 e SAG-

1.

1.7.2.1 Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta - IFI

A técnica de IFI foi a primeira técnica sorologica aplicada a neosporose e tem sido muito
utilizada como prova de referéncia. Utiliza-se como antigeno taquizoitas cultivados em meio livre de
soro ou com soro eqiiino. E especifica e ndo se tem detectado reagdo cruzada com outros protozoarios
relacionados (DUBEY ; LINDSAY,1996). Contudo, tem uma série de inconveniéncias como o de
possuir um certo grau de subjetividade na interpretagdo dos resultados e a necessidade de experiéncia
prévia (BIORKMAN ; UGLA, 1999).

O método de IFI foi utilizado no diagndstico da infeccdo em varias espécies animais, como:
caes, raposas, gatos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos, eqiiinos, roedores e primatas (DUBEY ;
LINDSAY, 1996; BIORKMAN ; UGGLA, 1999).

A reagdo de imunofluorescéncia indireta ¢ considerada como padrao ouro e um teste padrao
para calibracio e comparacdo com os novos testes (BJORKMAN et al., 1999; ATKINSON et al., 2000)
e ¢ usada para detectar, principalmente os anticorpos direcionados aos antigenos da superficie celular
do parasito. Nas espécies do Phylum Apicomplexa, estes antigenos sdo considerados mais especificos
do que os componentes intracelulares (PACKHAM et al., 1998).

Os pontos de corte empregados na IFI variam entre os diferentes laboratorios e ao comparar os
resultados da IFI com os obtidos em outras provas diagnosticas (ELISA e imunohistoquimica,
principalmente) se propde diferentes titulos de soropositividade em fun¢ao da espécie e da idade. Em
relagdo a sorologia bovina, se emprega pontos de corte distintos em fun¢do da idade (fetos e vacas). Na
sorologia fetal os pontos de corte mais aceitados variam de 1:50 (WOUDA et al., 1998a) até 1:80
(BARR et al., 1995), contudo Gonzalez et al. (1999) sugerem o emprego de diferentes pontos de corte
em fungdo da idade gestacional do feto junto com conjugados anti-IgM para otimizar a0 maximo o

rendimento da técnica.
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No gado bovino o empregado de pontos de corte tem oscilado entre 1:200 (SCHARES et al.,
1998) e 1:640 (CONRAD et al., 1993b). Contudo, a sensibilidade da prova aumentou quando se
empregou titulo de IFI de 1:50 para identificar os animais com infec¢do cronica (SCHARES et al.,
1998).

Reagdo cruzada entre anticorpos de N. caninum e T. gondii ndo foi observada em soros de

bovinos (DUBEY et al., 1996; GONDIM et al., 1999; OGAWA et al., 1999).

1.7.2.2 Teste de imunoadsorc¢ao enzimatica (ELISA)

O teste de ELISA ¢ o principal método soroldgico utilizado nas avaliagdes dos rebanhos de
bovinos, com finalidades diagnosticas ou nas pesquisas. O teste imunoenzimatico apresenta algumas
vantagens em relagdo ao método da IFI, pois sendo automatizado permite a realizacdo de um maior
niimero de analises, rapidez, e o registro das reacdes maneira objetiva (BIORKMAN ; UGGLA.,
1999).

Ja foram desenvolvidas inumeras provas de ELISA para a detecgdao de anticorpos especificos
frente a N. caninum que utilizam distintos antigenos. Os ELISAs convencionais empregam o antigeno
soluvel de taquizoitas (PARE et al., 1995; BIORKMAN ; UGLA, 1999) com alguma variante como o
ELISA de competi¢do, no qual se utiliza um anticorpo monoclonal que compete com anticorpos
especificos do soro problema, conferindo uma maior especificidade em relagdo ao ELISA indireto
tradicional. Baszler et al. (1996) desenvolveram um ELISA de competi¢do para detectar anticorpos
especificos para Neospora em bovinos com anticorpos monoclonais (Mab 4A4-2) dirigido ao antigeno
de superficie de 65 kDa. Também se utilizou taquizoitas fixados com formalina (WILLIAMS et al.,
1997) ou antigenos incluidos em ISCOM (complexo imunoestimulante) (BJORKMAN et al., 1994).

As primeiras proteinas recombinantes utilizadas como antigenos no ELISA foram as proteinas
de granulos densos NcGRA6 e NcGRA7 (LALLY et al., 1996b; JENKINS et al., 1997).

Outros antigenos recombinantes utilizados sdo as proteinas de 20 e 29 kDa (N57 e N54,
respectivamente) (LOUIE et al., 1997), Nc-p43 (AHN et al.,, 2003) e a forma recombinante dos
antigenos de superficie SAG1 (HOWE et al., 2002) e SRS2 (NISHIKAWA et al., 2001c). Em outro
ELISA ¢ utilizado o antigeno imunodominante p-38 purificado por afinidade (SCHARES et al., 2000).

O titulo considerado como valor de "cut-off” para vacas adultas no teste de ELISA ¢
desconhecido (VENTURINI et al., 1999). Os diferentes tipos de ELISA, incluindo o ELISA

recombinante, apresentaram uma variabilidade nos resultados de amostras de bovinos, principalmente
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nos soros com titulos baixos (DUBEY et al., 1997), ressaltando a importancia do valor do "cut-off' para
cada teste e cada aplicacdo. Nos soros com titulos elevados, geralmente de vacas que abortaram
recentemente, todos os testes de imuno ensaio enzimatico apresentaram bons resultados.

O valor do “cut-off” ¢ determinado com soros de referéncia, caracterizados geralmente pela IFI.
Nos diferentes tipos de ELISA (soluvel, "iscom", recombinante, ¢ no IFI-ELISA), o valor da
absorbancia situado acima do valor do "cut-off' indica um resultado positivo (ATKINSON et al., 2000).

Nos tltimos anos foram desenvolvidos diferentes ELISAs que permitem quantificar a avidez
das IgG anti- N. caninum presentes nos soros dos animais infectados e distinguir infecgdo recente e
cronica. O primeiro ELISA de avidez foi desenvolvido com particulas ISCOM (BJORKMAN et al.,
1999) e posteriormente por Jenkins et al. (2000) e McAllister et al. (2000) para estudar a possivel
relacdo entre os abortos do rebanho e a infeccdo recente e ainda investigar se as vacas com
antecedentes de infec¢do por Neospora caninum tinham uma maior probabilidade de apresentar aborto
ou parir bezerros infectados congenitamente.

Recentemente, Schares et al. (2002) desenvolveram um ELISA de avidez eficiente baseado no
emprego da proteina purificada p-38, para diferenciar animais procedentes de rebanhos que
apresentavam aborto epidémico ou endémico.

Sager et al. (2003) demonstraram mediante o emprego de um ELISA de avidez que os baixos
niveis de avidez poderiam ajudar a predizer o aborto, embora ndo estejam necessariamente associados a
infecgdes recentes.

O ELISA também foi aplicado na detecgdo de anticorpos para N. caninum em tanques de leite
(BJIORKMAN et al., 1997; HURKOVAI et al., 2005).

Os diferentes antigenos utilizados nos métodos da IFI, NAT (teste de aglutinagdo para N.
caninum) e ELISA podem medir diferentes classes de anticorpos, resultando em uma variagdo nos
resultados entre os testes (DUBEY et al., 1997; VENTURINI et al., 1999).

Frossling et al. (2002), desenvolvem um ELISA ISCOM como padrao ouro para o diagnostico
do Neospora Caninum com soros de bovinos da Suécia com um cut-off de 0.2, sensibilidade e

especificidade de 96 a 99% respectivamente..

1.8 Antigenos de Neospora caninum

O estudo da composigdo antigénica de N. caninum ¢ um dos aspectos que despertou interesse na
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comunidade cientifica desde o primeiro isolamento em cultivo celular. Sua manutencdo in vitro
permitiu purificar um nimero elevado de taquizoitas para obten¢do e analise de suas proteinas.

Howe ; Sibley (1999) estabeleceram uma nomenclatura comum para denominar as proteinas de
N. caninum, para facilitar as comparagdes entre as diferentes espécies da subfamilia. De acordo com
essa proposta, as proteinas localizadas em micronemas sdo denominadas com as seguintes siglas: MIC
ou MAP (proteinas associadas a micronemas) ; aos granulos densos de GRA; as proteinas das roptrias
de ROP e aos antigenos de superficie de SAG (gene do antigeno de superficie) e SRS (seqiiéncias
relatadas da superficie). Com a descoberta de novas proteinas se adicionou, por exemplo as proteinas
de micronemas de T. gondii se denominam TgMIC1, TgMIC2 e assim sucessivamente. No caso de N.
caninum, as proteinas homologas que se tem caracterizado se denominam o prefixo ‘Nc¢’.

Diversos antigenos foram identificados em taquizoitas de N. caninum usando-se diferentes
técnicas tais como: levantamento de anticorpos monoclonais, produgdo de soro policlonal contra o
parasito inteiro, constru¢do de bibliotecas de cDNA, fracao subcelular do parasito e purificagdo de
anticorpos de afinidade. A maioria dos antigenos foram encontrados na superficie do parasita,
organelas secretadoras, micronemas, roptrias e granulos densos. Os antigenos detectados incluem os de
superficie: NcSAGI(Nc-p36) e NcSRS2 (Nc-p43), dos granulos densos: NcGRA1 , NcGRA2,
NcGRA6, NcGRA7, dos micronemas: NcMIC1-4 e NcMIC10, a serino protease: Nc-p65 e finalmente
uma hidrolase de nucleoside-3-phosphate (HEMPHILL et al., 1999).

Schares et al. (1999b) mostraram pela inspecao do tecido do cérebro do cao com cistos de N.
caninum outro antigeno de superficie de 38 kDa , idéntico a NcSRS2, presente nos taquizoitas e nio
nos bradizoitas. No entanto, Fuchs et al. (1998) relataram a expressdo de NcSRS2 nos cistos em

camundongos .

1.8.1 Antigenos de superficie

Segundo Hemphill et al. (1996), proteinas da superficie celular sdo importantes para a
sobrevivéncia do parasito, pois estdo envolvidas com a adesdo, invasao e estimulo a resposta imune do
hospedeiro. Bjorkman et al. (1994) identificaram as primeiras proteinas de 17-18 e 30-45 kDa da
superficie de N. caninum por Western Blot. Posteriormente, estes antigenos foram estudados mais

especificamente com seis anticorpos monoclonais (BJORKMAN; HEMPHILL, 1998), caracterizando



23

os antigenos inmunodominantes de 18, 30, 32 e 41 kDa. Schares et al. (1999b) identificaram trés
antigenos de superficie de 19, 28 e 40 kDa que pareciam coincidir com os anteriormente descritos.

Existem dois antigenos majoritarios de superficie que possuem aproximadamente 29 kDa e 35
kDa pelas condi¢des nativas em SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com sulfato dodecil
de sodio) e tem sido referidas como p29 e p35 respectivamente (HOWE et al., 1998). Estes antigenos
também foram chamados de Nc-p36 e Nc-p43 devido a alteragdo na migragao em SDS-PAGE quando
se usou o agente redutor B-mercaptoetanol ( HEMPHILL et al., 1996, HEMPHILL et al., 1997a) que
quebra as pontes de dissulfeto das proteinas e diminui sua migracao no gel da eletroforese causando um
aumento aparente no peso molecular. Em condi¢des ndo desnaturante ( sem -mercaptoetanol ) a SRS2
possui 35 kDa e a SAG1 29 kDa. Pela contagem de aminoacidos, as duas possuem respectivamente,
34.1 kDa e 28.2 kDa (HOWE et al., 1999).

Essas duas proteinas p29 e p35 sdo altamente imunogénicas e sdo reconhecidas por soro de
animais infectados por Neospora (HOWE et al., 1998).

Hemphill et al. (1997a) caracterizaram a glicoproteina SAG1 de 36 kDa localizada tanto na
superficie do parasito como no interior dos granulos densos, ¢ Howe et al., (1998) clonaram uma
proteina idéntica a NcSAG1 de 29 kDa, cujo homdlogo em T. gondii ¢ a proteina TgSAG1 de 30 kDa.

Da mesma forma como ocorre com antigenos de outros parasitos protozoarios, p29 e p35 estdo
ligados a superficie da membrana via ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) (HOWE et al., 1998) e ao
se comparar p29 (Nc-p36) e p35 (Nc-p43) com antigenos de superficie do T. gondii constatou-se
homologia com a familia de antigenos SAG e SRS , exatamente com a SAG1 (BURG et al.,1988) ¢
SRS2 (MANGER et al . 1998) respectivamente (HOWE et al., 1998). Assim Howe et al. (1999)
recomenda que a p29 seja denominada de SAGI e a p35 de SRS2.

A primeira proteina de superficie de N. caninum clonada foi a proteina NcSRS2 de 43 kDa
(HEMPHILL et al., 1996; HEMPHILL ; GOTTSTEIN, 1996; HEMPHILL et al., 1997b), cujos
epitopos sdo majoritariamente de natureza proteica. Esta proteina apresenta homologia com proteinas
SRS de T. gondii e, devido a auséncia de reagdes cruzadas com T. gondii, poderia ser utilizada para o

imunodiagnéstico (HEMPHILL et al., 1996).
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1.8.1 Variac0es inter-especificas

1.8.1.1 Neospora e Toxoplasma

O padrao antigénico de Neospora varia consideravelmente em relagdo ao Toxoplasma em
Western Blot (BJERKAS et al., 1994). Contudo, observa-se reagdes cruzadas entre antigenos 46, 88 ¢
97 kDa de Neospora com antigenos de Toxoplasma 45, 66 e 85 kDA sob condigdes redutoras ¢ nao
redutoras, também foi detectado um antigeno de taquizoito de 107 kDa de T. gondii com anticorpo
monoclonal de camundongo 6G7, desenvolvido frente a taquizoitas de N. caninum e com o uso de
microscopia eletronica , estas reagcdes foram observadas com antigenos de micronemas e roptrias de T.
gondii (COLE et al.,1994). Posteriormente, Fuchs et al. (1998) descobriram rea¢des cruzadas com
antigenos de 40, 43 e 48 kDa de T. gondii, os quais foram detectados por soro policlonal anti-neospora.
Todas essas evidéncias sugerem a existéncia de epitopos comuns entre ambas espécies apesar disso nao
ser frequente.

Neste sentido estudos realizados com a proteina NcGRA7 por Hemphill et al. (1998), tanto com
anticorpos policlonais anti-N. caninum quanto com anticorpo purificados por afinidade frente a esse
antigeno, ndo se encontrou reconhecimento por imunoflorescéncia ou Western Blot do taquizoito de T.
gondii. Duas proteinas de superficie dos taquizoitas de N. caninum, Nc-p43 (NcSRS2) e Nc-p36
(NcSAG1), também ndo apresentaram rea¢des cruzadas com soro anti-Toxoplasma (HEMPHILL et al.
1997a; 1997b), confirmando a existéncia de diferengas entre N. caninum e T. gondii em relagdo a
expressao de moléculas intracelulares e de superficie (HEMPHILL et al., 1998; HOWE ; SIBLEY,
1999).

Tanto no N. caninum como no T. gondii, os taquizoitas e os bradizoitas podem diferenciar-se
pela expressao especifica de seus antigenos. Foi mostrado por Kasper et al. (1989) que os antigenos
principais TgSAG1 e TgSAG2 da superficie do T. gondii eram expressos especificamente no estagio
taquizoitas. Similarmente, ao N. caninum SAG1 homdloga a NcSAG1 demonstrou diminuida sua
expressao durante a conversdo do estdgio taquizoita para bradizoita. (FUCHS et al.,, 1998;
VONLAUFEN et al., 2004).

A média da seqiiéncia idéntica de aminoacidos entre os membros da familia de proteinas SAG e
SRS ¢ de aproximadamente 25 %, sugerindo que os respectivos genes aumentaram por eventos de

duplicagdo. A seqiiéncia conservada observada entre NcSAGI1 e TgSAGI1 ou entre NcSRS2 e TgSRS2
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€ 53 % e 44% respectivamente. (HOWE et al., 1998). Essas taxas indicam que a familia SAG/SRS de

antigenos de superficie originaram-se de um ancestral comum (HOWE ; SIBLEY, 1999).

1.8.1.2 N. caninum e Neospora hughesi

Entre as duas espécies poucos trabalhos detectaram diferengas ultraestruturais, antigénicas e na
sequéncia genética (MARSH et al., 1998; WALSH et al., 2001). Walsh et al. (2001) comparam a
expressdao de duas proteinas imunodominantes do género Neospora -SAGI e SRS2- e em ambas
espécies a diferenca foi de 6 ¢ 9 % na identidade aminoacidica, respectivamente. Além de se detectar
diferencas nos epitopos conformacionais destas quando se analisou o reconhecimento dos anticorpos

desenvolvidos frente a tais proteinas.

1.8.2 Variag0es intra-especificas

1.8.2.1 Isolados de N. caninum

Atkinson et al. (1999) analisaram os soros de camundongos experimentalmente com dois
isolados infectados, um de origem canina NC-LIV e outro de origem bovina NC- SwebBl, onde
evidenciou-se o reconhecimento do taquizoito de N. caninum por Western Blot. A tnica diferenga
encontrada foi uma maior intensidade de reconhecimento da uma banda de 50 kDa pelos soros
provenientes de camundongos infectados com Nc-Liv. Estes estudos coincidem com os realizados por
Barber et al. (1995), Paré¢ et al. (1995) e Schok et al. (2001), sendo que nos quais observaram um perfil
antigénico idéntico em todos os isolados analisados quando utilizou-se o soro de bovinos infectados

como no soro policlonal de coelho imunizado.

1.9 Antigenos especificos de acordo com o estagio do parasito

Identificou-se antigenos especificos compartilhados tanto na forma taquizoita como na
bradizoita. Em estudo realizado por Fuchs et al. (1998) analisou-se trés antigenos: NcGRA7 e NcSAGI
e NcSRS2. Enquanto o gene da NcSAG1 expressava-se apenas em taquizoitas a NcGRA7 e NcSRS2

estavam presentes nas duas formas do protozoarios .
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Schares et al. (1999b) identificaram uma proteina exclusiva da forma taquizoita p38 e outra de
61 kDa através de anticorpos monoclonais. Recentemente, Sonda et al. (2000) e Keller et al. (2002)
identificaram proteinas do micronema NcMIC3 e NcMIC1, que estavam nos dois estdgios do parasito.

A dificuldade de se obter cistos, tanto in vitro como in vivo, com bradizoitas atrapalha a

identificacao de antigenos especificos desse estagio.

1.10 Localizacao e funcéo das proteinas de N. caninum

A identificacdo, caracterizagdo e localizagdo dos antigenos do parasito podem ajudar a
determinar o possivel papel destes mecanismos de adesdo, invasdo e multiplicagdo de N. caninum.

Ao contrario de outros patdgenos intracelulares, os quais penetram na célula hospedeira
mediante fendmenos de fagocitose ou endocitose, os parasitos Apicomplexa, realizam invasao da célula
mediante um processo ativo no qual intervéem complexos processos de motilidade, adesdo a moléculas
de superficie e penetracao na célula hospedeira.

Para executar os complexos processos de adesdo e invasdo celular, os Apicomplexas contam
com um grande niimero de proteinas especificas.

A caracteristica mais importante das formas invasivas deste grupo ¢ o chamado complexo apical
localizado na por¢do extrema anterior do parasito (BLACKMAN ; BANNISTER, 2001). Na maioria
dos parasitos do phylum Apicomplexa o complexo apical participa no reconhecimento e na penetracao
da célula hospedeira (HEMPHILL et al., 1999). Antes, durante e apds a invasdo celular moléculas
especificas sdo secretadas por organelas secretadoras — granulos densos, roptrias € micronemas, a
maioria dos quais se localizam na parte do complexo apical.

Ja que o N. caninum e T. gondii sdo protozoarios estreitamente relacionados, nas moléculas de
superficie e nas organelas secretadoras desses parasitos descrita at¢ o momento se evidéncia o alto

grau de homologia entre ambos (HEMPHILL et al., 1999; HOWE ; SIBLEY 1999).

1.10.1 Granulos densos

Os granulos densos sdo organelas secretoras, que se localizam no extremo anterior e posterior
do parasito. As moléculas que secretam os granulos densos se dirigem até superficie do parasito,
facilitando a interagdo do taquizoita com a célula hospedeira e sua posterior invasdo. Sdo secretadas

dentro do vactiolo parasitoforo durante e depois da penetracao na célula hospedeira formando parte do
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interior ¢ da membrana do vacuolo parasitoforo. A secre¢do destas proteinas ocorre durante a
multiplicagdo intracelular do parasito.

No N. caninum pouco se conhece sobre os componentes das diferentes organelas secretoras. As
primeiras proteinas de granulos densos foram identificadas mediante a técnica de Western Blot com
soros procedentes de diversas espécies com infeccdo natural e experimental (BJERKAS et al., 1994).
Nesse estudo, se identificaram duas proteinas imunodominantes de 29 e 30 kDa reconhecidas por soros
de diferentes espécies associadas aos granulos densos e a membrana da vacuolo parasitéforo.

Lally et al. (1996a) clonaram duas proteinas de granulos densos do taquizoita de Neospora -
NcGRA6, NcGRA7 de 37 e 33 kDa, respectivamente e demonstraram sua utilidade diagnostica ao
desenvolver-se um ELISA. Posteriormente, Hemphill et al. (1998) comprovaram que esta proteina ¢
secretada na membrana do vacuolo parasitoforo, aparecendo mais tarde associada a matriz do vacuolo.

As proteinas NcGRA6 ¢ NcGRA7, outras proteinas dos granulos densos de 29 e 67 kDa,
denominadas NcNTPase-I (ASAI et al., 1998) e NcGRA2 (ELLIS et al., 2000) respectivamente, foram
identificadas e caracterizadas. A proteina NcGRA2 apresenta uma identidade de 50% com sua
homologa en T. gondii - TgGRA2, enquanto que a proteina Nc-NTPase-I apresentou reagdes cruzadas e

uma identidade de 69% com as proteinas de T. gondii NTPase-1 e NTPase-II.

1.10.2 Roptrias

As roptrias sdo organelas que estdo relacionadas com a invasdao da célula hospedeira e
estabelecimento rapido da infeccdo (BJERKAS et al., 1994; DUBREMETZ, 1998) e algumas delas
formam parte do vacuolo parasitoforo. Somente identificou-se uma proteina de roptrias de 17 kDa de

Neospora que até o momento nao foi clonada, mas considerada imunodominante (BARTA et al.,1992).

1.10.3 Micronemas

Os micronemas possuem fungdes relacionadas com invasdo e adesdo celular. Para ter essas
fungdes o contetdo dos micronemas sdao secretados na zona apical dos zoitos, possivelmente no
momento do contato inicial com a célula hospedeira. Uma vez na superficie do parasito, as proteinas
dos micronemas participam na interacdo com as moléculas da célula hospedeira estabelecendo uma
forte unido entre o parasito e a célula para assim iniciar a invasdo ativa. Enquanto no T. gondii foi

identificado 9 proteinas de micronemas (RABENAU et al., 2001), em N. caninum apenas trés foram
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caracterizadas, NcMIC3 (SONDA et al.,, 2000) , NcMIC2 (LOVETT et al.,, 2000) ¢ , NcMIC1
(KELLER et al., 2002) de 38, 95 e 60 kDa respectivamente.

NcMIC3 foi identificada como um dos antigenos imunodominantes de N. caninum (SONDA et
al., 2000). De acordo com os resultados obtidos por Naguleswaran et al. (2001), a proteina NcMIC3 se
localiza exclusivamente nos micronemas dos taquizoitas intracelulares. Os estudos de
imunolocalizacdo apontam uma localizagdo varidvel desta proteina dentro do parasito e influéncia na
fase de invasdo em que se encontre.

A proteina NcMIC2 também se atribui um papel na adesdo e invasdo celular. Recentemente,
incluiu-se no banco de gene duas sequéncias de Neospora denominadas NcMIC10 e NcMIC11, que
poderiam codificar duas proteinas de micronemas, ja que suas sequéncias apresentam homologia
elevada com sequéncias que codificam proteinas de T. gondii TgMIC10 e TgMIC11 respectivamente.
Finalmente, a Unica enzima clonada de Neospora ¢ uma serino-protease de 65 kDa (LOUIE ;
CONRAD, 1999; LOUIE et al.,, 2002) localizada nos micronemas do taquizoitas e denominada
NcSUBI, a qual apresenta elevada identidade aminoacida com a proteina de T. gondii denominada
TgSUBI.

A proteina NcMIC4 ¢ a segunda proteina de micronema, depois da NcMIC3 ja descrita, que
exibe afinidade por glicosaminoglicanos sulfato condroitino. Ela ¢ secretada no meio de cultura , na
forma soluvel, quando se incuba taquizoitas extracelulares de N. caninum a 37° C (KELLER et al.,
2004).

1.10.4 Ciclofilinas

Sao proteinas citosolicas descritas em organismos procariotos e eucariotos ( HAMILTON et
al., 1998). Sao secretadas no meio de cultura de taquizoitas ou apresentam-se abundantemente em
lisados de taquizoitas de N. caninum. Sua capacidade de induzir a produgdo de IFN-y pelas células
mononucleadas do sangue periférico e células T CD4+ sugere um importante papel imunoprotetor

(TUO et al., 2005).

1.11 Proteinas relevantes para diagnostico e vacina

Ja foi descrito uma série de antigenos imunodominantes de Neospora caninum cujos pesos

moleculares diferem entre diferentes estudos. Pelo menos 20 antigenos foram relatados pela primeira
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vez por Barta et al. (1992). Esses antigenos possuem peso molecular entre 16 ¢ 80 kDa e a maioria se
localiza e organelas de taquizoitas e foram reconhecidos por soro policlonal de coelho. Por outro lado
soros procedentes de diferentes espécies com infecgdes naturais e experimentais, incluindo bovinos e
cades reconheceram quatro antigenos imunodominantes - 17, 29, 30 e 37 kDa - e varios antigenos
menores de N. caninum (BJERKAS et al., 1994).

Outros autores, obtiveram resultados similares em relacdo ao padriao de reconhecimento
Western Blot por soros de vacas com infec¢ao natural (PARE et al., 1995; STENLUND et al., 1997;
SCHARES et al., 1999a; ATKINSON et al., 2000) mas nao tiveram concordancia com Baszler et al.
(1996) e Harkins et al. (1998). No estudo realizado por Baszler et al. (1996) os soros de vacas e os
fluidos fetais detectaram majoritariamente trés antigenos cujos pesos moleculares foram de 25, 65 e
116 kDa, enquanto que no estudo de Harkins et al. (1998) os soros de vacas com infec¢do natural e
soros procedentes de ovelhas e cabras com infeccdo experimental apresentaram um padrao de
reconhecimento antigénico diferentes.

Em relagdo ao emprego de antigenos especificos de N. caninum para a producdo de vacinas
estudos valorizaram as vacinas de subunidades e se avaliou a eficiéncia das proteinas NcSRS2 e SAG1
em camundongos para prevenir a infeccdo (NISHIKAWA et al., 2000) e a transmissdo vertical
(NISHIKAWA et al., 2001c). Tanto com o emprego do vetor de expressdao, quanto com a vacina de
virus obtiveram-se resultados positivos. Enquanto a proteina SRS2 conferiu uma protecao eficaz frente
a infeccdo e a transmissdo vertical em camundongos fémeas gestantes ao estimular uma resposta imune
do tipo Thl. A protecdo obtida com a proteina SAGI foi parcial detectando-se uma producdo tardia de
IgG. Além disso, quando se utilizou a SRS2 para imunizar cées, se conseguiu estimular a producdo de
anticorpos especificos (NISHIKAWA et al., 2000).

Utilizando-se vacina de virus para clonar os antigenos NcSRS2 e NcSAG1 observou prevengao
na transmissao vertical (NISHIKAWA et al., 2001c). Trabalhos utilizando a N¢ SRS2 (HALDORSON
et al., 2005a; HALDORSON et al., 2005b; CHO et al., 2005) demonstram sua eficiéncia no controle da
infecc¢do e da transmissao vertical.

Cannas et al. (2003b) vacinaram camundongos com as proteinas recombinantes NcSAG1 ou
NcSRS2 e a combinacdo das duas com vacina de DNA de ambas as proteinas. O resultado mais
satisfatorio se observou com a vacina de DNA de NcSAGI e resultado similar ocorreu com a proteina
recombinante NcSAGI.

A vacinag¢do com a proteina NcMIC3 em modelo murino também mostrou ser eficaz em relagao

ao estabelecimento da infec¢do no sistema nervoso central (CANNAS et al., 2003a).
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1.12 Perspectivas

A caracterizagdo e a expressdao da NcSRS2 (Nc1-p43) no laboratdrio de Biologia Molecular da
EMBRAPA gado de corte fornece subsidios para adaptagdo de tecnologia de DNA recombinante e
desenvolvimento de um teste de diagndstico Soroldgico (ELISA recombinante) para Neospora

caninum em bovinos, canideos, ovinos e caprinos.
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ABSTRACT

Cloning and expression of an antigenic domain of a major surface protein (Nc1-p43) of Neospora
caninum® [Cloning and expression of an antigenic determinant domain of a major surface protein (Nc-
p43) of Neospora caninum.]. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. n. p.

Neospora caninum is an obligate intracellular protozoan that can infect domestic and wild canids, as
well as ruminants and equines. It was described in 1988 as causing neuromuscular alterations and death
in dogs. Recently, N. caninum has received considerable attention for its large impact on the dairy
industry, given the economic losses related to breeding failures and to a decrease in productivity.
ELISA diagnosis of neosporosis has not been widely used in Brazil, mostly because of the cost of
assay, and thus the distribution of the disease in the country is still not well known. In order to evaluate
its ability to react with sera from infected animals from the state of Mato Grosso do Sul, an antigenic
determinant domain of a major surface protein (Nc-p43) was produced. The antigenic domain, located
in the distal 2/3 region of the C-terminus, was amplified by polymerase chain reaction. The DNA
fragments were cloned into pet100/D-TOPO vectors. The recombinant plasmids were transformed into
Escherichia coli of the BL21 Star (DE3) strain and induced to express the fused fragment of Nc-p43 as
a 29-kDa protein that, when assayed with bovine Neospora-positive serum from a regional sample,
was sensitive for identification by immunoblotting. This fragment of Nc-p43 may have use in
additional studies targeted at diagnosing N. caninum infection and at evaluating the immunoprotection
conferred by the protein fragment to animal hosts.
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RESUMO

Neospora caninum ¢ um protozoario intracelular obrigatorio que pode infectar canideos domésticos e
selvagens, ruminantes e eqiliinos, tendo sido descrito em 1988 por DUBEY et al. (1988), como
causador de alteracdes neuromusculares e morte em cdes. Recentemente, N. caninum vem recebendo
atencdo especial por seu grande impacto na industria do leite, acarretando perdas econdmicas
relacionadas com falhas reprodutivas e com o decréscimo da produtividade. O diagndstico de
neosporose com teste ELISA ndo ¢ amplamente utilizado no Brasil, principalmente devido ao custo do
ensaio, € por isso o status da distribuicdo da neosporose nas diferentes regides do pais nao ¢
suficientemente conhecido. Com o objetivo de avaliar a habilidade de reagir com soros de animais
infectados provenientes de Mato Grosso do Sul, foi produzido uma regido dominio com um
determinante antigénico de uma importante proteina de superficie (Nc-p43). O dominio antigénico
dessa proteina estd localizado na regidao 2/3 distal do C-terminal e foi amplificado por reagdo de
polimerase em cadeia. O fragmento de DNA foi clonado em um vetor pet100/D-TOPO. O plasmidio
recombinante foi transformado em Escherichia coli da variedade BL21 Star (DE3) e induzido a
expressar o fragmento protéico de Nc-p43 como uma proteina de 29 kDa quando em contato com soro
positivo para Neospora, mostrou-se sensivel na identificagdo por immunoblotting. Tal fragmento de
Nc-p43 pode ter uso em futuros estudos voltados ao diagndstico de infecgdo por N. caninum e a
avaliagdo de sua imunoprotecao a possiveis hospedeiros.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum, Nc-p43, antigenos, proteina recombinante.

INTRODUCTION

Neospora caninum is a protozoan of the phylum Apicomplexa, class Sporozoasida, family
Sarcocystidae, subfamily Toxoplasmatinae, that can infect domestic and wild canids, as well as
ruminants and equines. It was first described as causing neuromuscular alterations and death in dogs
(DUBEY et al., 1988). Domestic dogs, which have been considered the definitive hosts of this parasite,
shed oocysts in their feces after ingesting tissue cysts of N. caninum (MCALLISTER et al., 1998).
However, more recent studies have detected the presence of oocysts of N. caninum in the feces of
coyotes (Canis latrans), which also came to be regarded as definitive hosts of the protozoan (GONDIM
et al., 2004).

Studies on the prevalence of anti-Neospora caninum antibodies have revealed that neosporosis
has a wide geographical distribution, as it has been reported in many parts of the world, including
Australia, New Zealand, Europe, Korea, Japan, Thailand, and the Americas. Dogs and cattle (both beef
and dairy) are the chief species exposed to this parasite and can equally be affected (ANDERSON et
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al., 2000).

In Brazil, surveys based on indirect fluorescence antibody test (IFAT) titers of 1:50 or higher
showed prevalences of 26.55% for dogs in Campo Grande (OLIVEIRA et al., 2004), 8.3% out of 136
dogs older than six months in the state of Rondonia (CANON-FRANCO et al., 2003), and 21.6% out of
134 dogs living on dairy-cattle farms in the state of Parana (SOUZA et al., 2002). Gennari et al. (2002),
found frequencies of 10% for domiciled dogs and 25% for stray ones in the state of Sao Paulo.

Meira Santos et al. (1999), obtained a prevalence of 18% for dogs in the state of Bahia, whereas
Belo et al. (1999), found 35% for stray dogs in the state of Sao Paulo.

Concerning bovine neosporosis in Brazil, the occurrence of seropositive bovines in six states
was as high as 23.6%, with values increasing in animals over 24 months of age (RAGOZO et al.,
2003). In the state of Mato Grosso do Sul, seropositivity ranged from 7.7% in bovines without a history
of miscarriage to 43% in those with it (ANDREOTTI et al., 2004).

Recently, N. caninum has received considerable attention for its large impact on the dairy
industry, given the economic losses related to breeding failures and to a decrease in productivity
(DUBEY, 2003). ELISA diagnosis of neosporosis has not only been widely used in Brazil, mostly
because of the assay’s cost—one reason why the status of neosporosis distribution in the country is not
well known, but also Elisa test can present cross reactivity between phylum apicomplexan parasites
diagnostics, mainly when not purified antigens are used on.

The surface proteins of apicomplexan parasites are often immunodominant and seem to be of
particular interest as a diagnostic tool and/or as vaccine antigens (BULOW; BOOTHROYD, 1991;
LUNDEN et al., 1997). Many surface proteins of N. caninum have been identified, including Nc-p43
(HEMPHILL; GOTTSTEIN, 1996), p29 and p35 (HOWE et al., 1998), and p38 (SCHARES et al.,
2000). Although their biological functions have not been described, indirect evidence is available that
at least one of these antigens (Nc-p43) is involved in the attachment of the parasite to host cells
(HEMPHILL, 1996). The complete coding region of Nc-p43 has been determined (NISHIKAWA et
al., 2000, 2001).

One antigenic domain of Nc-p43 from N. caninum is located in the distal 2/3 region of the C-
terminus (SON et al., 2001) and it has been detected by ELISA (AHN et al., 2003). However, the
antigenicity of these epitopes across different N. caninum isolates and their ability to react with sera

from infected animals from the state of Mato Grosso do Sul, in Brazil, has not yet been determined.
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The present paper reports the results of the cloning and expression of the distal 2/3 region of the
C-terminus Nc-p43 protein from an N. caninum Nc-1 isolate. Also, the ability of this region to identify

IgG from sera of positive bovines is evaluated.

METHODS

Parasite

N. caninum tachyzoites of the Nc-1 strain were maintained in Vero cells in DMEM
supplemented with 10% FBS (Dubey et al., 1988).

Collection of samples

The blood samples were supplied by a bovine serum bank stored at 2° a 8° C for analysis of
anti-N. caninum. Six Neospora positive and six Neospora negative bovine sera from Mato Grosso do

Sul was used.

Indirect fluorescence antibody test (IFAT)

The parasites N. caninum (NC1) (DUBEY et al., 1988) were grown in Vero cells with protozoal
culture medium consisting of DMEM medium (Sigma), supplemented with 100 IU/mL penicillin, 100
mg/mL streptomycin, at 37° C in 5% CO, humidified incubator. The parasites were maintained in
media with no serum. After approximately 80% of host cells had been infected with parasite clusters,
the monolayers were trypsinized and the media with parasites was collected. The IFAT slides were

prepared with whole tachyzoites of N. caninum in accordance with Locatelli-Dittrich, 2002.

IFAT was used to detect anti-N. caninum antibodies in the samples. The rabbit anti-bovine IgG
conjugate was purchased from VMRD (USA). The samples were tested at a dilution of 1:100 and the
positive ones were pooled for Western Blot analysis (LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

Polymerase chain reaction (PCR) and amplification of the Nc-p43 gene fragment
Total DNA was extracted from the tachyzoites using DNAzol (Invitrogen Tech, Carlsbad, CA)
and used as template. PCR was performed with CAC CAA AGA GTG GGT GAC TGG A as the
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forward primer and GGT AAG CTT TGC ATC TCC TCT TAA CAC as the reverse one (AHN et al.,
2003).

Amplified DNAs were cloned into pet100/D-TOPO vectors (Invitrogen Tech, Carlsbad, CA)
and sequenced with T7 and reverse T7S. The specific oligonucleotide primers were synthesized

according to the coding sequence of GenBank accession number U93870.

To determine orientation (sense/anti-sense) of insert in the plasmid, PCR was done on a
subcloned pet100/D-TOPO vector (Invitrogen Tech, Carlsbad, CA) with the insert Nc-p43 gene from
the Nec-1 strain. The forward primer was made using a CACC sequence in the 5' region to attach in the

pET100/D-TOPO plus the sequence of primer designed for the DNA segment (AHN, et., al., 2003)

Primer T7 from the vector was used as the forward primer and GGT AAG CTT TGC ATC TCC
TCT TAA CAC from the insert as the reverse one respectively were used to evaluate the clones by

PCR in terms of correct orientation for subcloning and expression.

Construction of recombinant plasmids and expression of fusion proteins

The amplified DNAs were inserted into pet100/D-TOPO vectors (Invitrogen Tech, Carlsbad,
CA), which were then used to transform E. coli of the TOP10 strain (Invitrogen Tech, Carlsbad, CA).
Once the correct orientation of the insert was confirmed, plasmids were inserted for sequenciament and
transformation into E. coli of the BL21 star strain (Invitrogen, Carlsbad, CA). The E. coli cells in the
log phase were treated with ImM isopropyl a-D-thiogalactoside (IPTG) for 3 h at 30 °C to induce

expression of fusion proteins.

Western Blot

Western blotting was performed by the method of Towbin et al. (1979). Protein extracts were
separated on 12% SDS-PAGE gels stained with Coomassie blue and transferred onto nitrocellulose
(NC) sheets (Schleicher and Schuell, Keene, NH). The recombinant protein was confirmed based on
molecular weight on SDS-PAGE and Western blot.

To detect expression of recombinant fusion protein the His G antibody invitrogen was use in the
assay. For the determination of the antigenic domain, the NC sheet was blocked by 10% rabbit serum
in PBS/0.05% Tween-20 overnight. NC was then incubated with 1:25-diluted bovine serum of

neosporosis (BAE et al., 2000), followed by incubation with 1:250-diluted peroxidase-conjugated
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rabbit anti-bovine IgG antibody (Sigma, Saint Louis, MO). After that, NC was soaked in substrate—
DAB solution (Sigma, Saint Louis, MO)—for 15 min and washed with water.

RESULTS AND DISCUSSION

With the set of primers used to amplify DNA from tachyzoites, a fragment of 732 base pairs
(Fig. 1) was obtained by PCR from the Nc-1 strain of N. caninum. The fragment was confirmed based
on its nucleotide sequence (Fig. 2).

The DNA sequencing data (Fig. 3) of the partial Nc-p43 gene of the N. caninum, Nc-1 strain,
revealed a 99% identity with NcSRS—GenBank accession AY940488—(HALDORSON et al., 2005)
and a 97% identity with Nc-p43—GenBank accession U93870 (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 1996).

This sequence was built in frame considering the vector design is for recombinant fusion
protein consequently the forward primer with CACC sequence in the 5' region attach in the exact site
and the sequence of primer designed for the DNA segment was made considering the protein
expression (AHN, et., al., 2003).

The DNA product of PCR was cloned into pet100/D-TOPO vectors and E. coli TOP10 was
transformed. The positive clones were selected by PCR using the same set of primers, as shown in Fig
2a. Primer T7 from the vector (as the forward primer) and GGT AAG CTT TGC ATC TCC TCT TAA
CAC (as the reverse one) were used to evaluate the clones by PCR in terms of correct orientation for
subcloning and expression (Fig 2b).

The DNA product inserted into the pet100/D-TOPO vectors was used to transform BL21 Star
(DE3) E. coli. The recombinant plasmids transformed into this E. coli strain were induced to express
fused fragment of Nc-p43 with the addition of IPTG. The recombinant protein was affinity-purified in a
nickel-charged agarose resin. The fusion protein contained a 6xHis tag. The yield was 1.7 mg/L.The
protein profile revealed a 29-KDa molecular weight when analyzed by SDS-PAGE (Fig. 4B).

The insert receive a N-terminal plyhistidine (6xHis) tag by the vector and incorporate 3Kda in
its original molecular weight, instead 26 kDa for main sequence described in Ahn et al. (2003).

His tag region was used to show in Western blotting that the protein is recombinant (Fig.4C).
Using IFAT for Neospora diagnostic six positive and six negative bovine sera were used to react with
recombinant protein as antigen in the western blotting analyze. All positive sera reacted and no reaction
occurred in the negative serum used as control. In the Figure 4 D and E is showed a positive and

negative serum sample respectively.
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Although the partial nucleotide sequence of the Nc-p43—coding gene revealed a sequence
homology to the SRS-2 gene of T. gondii (HEMPHILL et al., 1997; HOWE et al., 1998), cross-
reactivity of this antigen with T. gondii seems to be negligible, as determined by immunoblotting
(BJERKAS et al., 1994; PARE et al., 1998; BAE et al., 2000). Further studies is necessary to develop
to quantify cross-reactivity.

Changes in amino acids occurs in the antigenic domain of the distal 2/3 region of the C-
terminus Nc-p43 protein. The extracts of the KBA-2 strain were more suitable as a diagnostic antigen
than those of Nc-1 for N. caninum infection in Korea though no differences were found in the
morphology of the parasites (BAE et al., 2000). Also, no pathologic features caused by the infection
were observed in the hosts (KIM et al., 2000). Therefore the interaction of parasite antigen and
antibody can be better understood when regional conditions are taken into account.

Nc-p43 is known to play an important role during the initial physical interaction between the
parasite and the host cell surface (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 1996). Hemphill (1996), reported that
the affinity-purified anti-Nc-p43 antibodies inhibited adhesion and invasion of N. caninum tachyzoites
into the host cells. The inhibitory effect may result from the aggregation of tachyzoites themselves by
the antibody, which merely delay the entry of tachyzoites.

The recombinant protein produced by Ncp-43, recognize positive sera for Neospora and no
recognize negative sera from bovines of Mato Grosso do Sul region suggesting the possibility of using
this protein as a antigen in diagnostics. Further immunological studies are necessary to reveal this

possibility.
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Fig. 1. PCR-amplified partial Nc-p43—coding gene of N. caninum, Nc-1 strain. Numbers on the right
indicate base pairs. Separation in 1.2% agarose gel using Taq polymerase (1-2), platinum Pfx DNA
polymerase (3-7), and molecular ladder (8). Arrow on the left indicates DNA amplification.
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Fig. 2. a) PCR-amplified Nc-p43—coding gene fragments of plasmid in different isolated E. coli
clones. Forward primer: CAC CAA AGA GTG GGT GAC TGG A; reverse primer: GGT AAG CTT
TGC ATC TCC TCT TAA CAC (Ahn et al., 2003). DNA separation in 1.2% agarose gel. Numbers on
the top designate each colony tested. b) PCR-amplified Nc-p43—coding gene fragments of plasmid in
different isolated E. coli clones for identification of insert orientation. Primers: T7, from vector; GGT
AAG CTT TGC ATC TCC TCT TAA CAC as reverse primer. DNA separation in 1.2% agarose gel.
Numbers on the top designate each colony tested. Arrow indicates the correct orientation.
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CACCAAAGAGTGGGTGACTGGAACTCTTCAACAGGGAATAAGGATTACAATTCCCGACGAGCACT
ACCCAGCTACGTCGAAAGCTTTCCGTGTTGGTTGTAAGGCGGGTAAAAATGTTTGTTTGCTCAATGT
GTATGTTCAGAGTAGGGAATCAGAGGTGATCGGACAGGTGGCGCATTGTGCTTATAGTTCCAACGT
ACGTCTGCGTCCAATCACTGTGAATCCAGAAAACAACGGAGTGACATTAATTTGCGGACCAGACG
GGAAGGCGTTCCCGGATGATTACATGAACCACCATTGTACGGAACTAGACGAATGTAAAGAACGC
CCTTATTCCGCCGTGTTTCCTGGGTTCTCCAGTAGTTTTTGGACTGGAGAAGCTTCCGGCGTAGCCG
GGGCGACACTGACCATTCCCAAGGACCAGTTTCCTTCGACAGCACAGACCATCTATTTGGGCTGCA
CTGGTCACCCGGATGATAAACAGGTCACCTGTGTGGTTCCAGTAAATATAGAAGAAGTTGCAAAAC
CAGCAGGGGCCGGATCGAACCCAGGTGGTGGTTCGCAACCGGACCAATCCTCGGAGAAACGCGAC
GGGGAACAGGTAAACAAAGGCAAACCTCCCACTGGCGGATCCGGCGGAGCAACAACTGGAAAAC
AAAATGCATCCCAAAACGCGAAGGACAAGGGGGAAACAGGAGGAGAGAACGGCGATTCCCCCGT
GTTAAGAGGAGATGCAAAGCTTACC

Fig. 3. Nucleotide sequence of the Nc-p43 fragment insertion in the plasmid vector. The barr show the
sequence of forward primer where CACC is the specific site of primer match with vector.
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Fig. 4. a) Molecular weights of markers. b) SDS-PAGE (12% gel) stained with Coomassie blue of the
expressed Nc-p43 fragment purified by affinity chromatography in nickel column, showing a major
band of 29 kDa. ¢) Western blot detecting HisG tag. d) Western blot detection of Nc-p43
recombinant protein with bovine Neospora caninum-positive serum. €) Western blot detection of Nc-
p43 recombinant protein with bovine Neospora caninum-negative serum. The positive and negative
bovine serum were tested by IFAT.



