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RESUMO

A neosporose € uma enfermidade parasitaria que gera grandes perdas econdmicas na pecuaria
mundial, causando abortamento principalmente em bovinos. E causada pelo agente Neospora
spp., um protozodrio intracelular obrigatério que, desde a sua identificacdo, sendo estudado em
larga escala. A transmissao deste parasito pode ser tanto por via vertical quanto horizontal, e pode
infectar uma diversidade de animais de sangue quente, sendo o0s canideos 0s hospedeiros
definitivos. Muitas sdo as técnicas para diagnostico da neosporose, por analise direta ou indireta.
O Western Blotting é um método de deteccdo proteica que proporcionou grande avango no
estudo de diversas enfermidades por se tratar de um exame de alta especificidade e sensibilidade,
aliado a rapida execucdo, precisao e custo acessivel para confirmacdo de diagnostico na medicina
veterinaria. Diante disso, esta revisdo de literatura abordara acerca da neosporose, 0s principais
métodos de diagndstico, com énfase no Western immunoblotting.

Palavras-chave: imunodeteccéo; proteinas; sorologia;

ABSTRACT

Neosporosis is a parasitic disease that generates major economic losses in cattle industry
worldwide, causing abortions. It has been caused by the agent Neospora spp., a protozoan
parasite that, since its identification, has been studied on a large scale. The transmission of this
parasite can be either vertically or horizontally, and can infect a variety of warm-blooded
animals, with canids being the definitive hosts. There are many techniques for the diagnosis of
neosporosis by direct or indirect analysis. Western Blotting is a protein detection method that has
made great progress in the study of several diseases because it is a high specificity and sensitivity
examination, coupled with fast execution, accuracy and affordable cost for diagnostic
confirmation in veterinary medicine. Given this, this literature review will address neosporosis,
the main diagnostic methods, with emphasis on Western immunoblotting.

Key words: immunodetection; proteins; serology
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1.0 INTRODUCAO

A neosporose é uma enfermidade causada pelo protozoario Neospora caninum. Amplamente

distribuido no mundo, é capaz de infectar uma grande variedade de espécies animais, podendo
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causar doenca clinica em cées e grande perda econémica na bovinocultura (DONAHOE et al.,
2015). N. caninum € uma das principais causas de abortamento na bovinocultura leiteira e de
corte no mundo (DUBEY, 2003a)

Os prejuizos econdmicos relacionados a neosporose estdo associados a injdrias reprodutivas, ma
formacéo fetal, diminuicdo na producdo de leite, custos diretos e indiretos com diagnostico e
tratamentos (DUBEY e SCHARES, 2011).

Depois do relato inicial em cdes da Noruega (BJERKAS et al., 1984), N. caninum tem sido
descrito em varias espécies de animais (DUBEY e LINDSAY, 1996; GONDIM, 2006), sendo o
parasito comumente transmitido para os herbivoros por via vertical ou ingestdo de oocistos dos
hospedeiros definitivos (MCALLISTER et al., 1998).

Desde a descoberta e isolamento de N. caninum, varias técnicas para diagnostico da infeccéo pelo
protozoario vém sendo descritas e aprimoradas. A confirmacédo da infeccdo inicialmente era feita
na presenca do parasito nos tecidos post-mortem, o que se tornava dificil pelo pequeno nimero
encontrado nos tecidos de animais cronicamente infectados (JENKINS et al., 2002). Os testes
soroldgicos tornaram-se, portanto, uma ferramenta bastante utilizada na detec¢do de anticorpos
especificos em bovinos adultos (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

O western immunoblotting é um dos métodos sorolégicos utilizados para diagndstico da infeccao,
sendo considerado uma técnica confirmatéria de outras provas soroldgicas (ATKINSON et al.,
2000a,b; SONDGEN et al., 2001), possui alta sensibilidade e especificidade, sendo muito
utilizado no diagnostico de diversas doencas de interesse médico veterinario (COOLEY et al.,
2001).



2.0 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é discutir acerca dos principais metodos diagndsticos utilizados para

deteccdo do Neospora caninum, com enfoque no Western immunoblotting.
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3.0 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Breve historico de Neospora spp

Bjerkas et al. em 1984 observaram um protozoario semelhante ao Toxoplasma gondii em tecidos
de cées com quadro clinico de meningoencefalomielite, miosite e encefalomielite (DUBEY et al.,
1988a). Porém, estes sinais clinicos eram incomuns aos relatados em quadros de toxoplasmose,
bem como estes animais ndo apresentaram anticorpos anti-T. gondii no resultado por teste de
corante Sabin Feldman. Tratava-se de um protozoario desconhecido, com cistos localizados no

tecido nervoso incompativeis morfologicamente com cistos de T. gondii.

O protozoario foi isolado e diferenciado como um novo género, com parentesco em comum com
o T. gondii, porém de estrutura e antigenicidade diferentes, e em 1988 foi denominado Neospora
caninum, agente etioldgico responsavel por grandes perdas na producdo bovina (DUBEY et al.,
2002; DUBEY et al., 1988).

Nos anos seguintes, N. caninum foi identificado em placenta de bovinos, bezerros com paralisia
neonatal, bezerros natimortos e fetos bovinos (SHIVAPRASAD et al., 2001; ANDERSON et al.,
2000). Diferentemente do T. gondii, N. caninum ndo é, até o momento, considerado zoondtico.
(CERQUEIRA-CEZAR, 2017).

N. caninum foi reconhecido pela primeira vez no Brasil por Gondim et al. (1999a) a partir de um
feto bovino abortado. O primeiro isolamento viavel foi em cérebro de cdes adultos naturalmente
infectados que apresentavam incoordenacgéo e paresia. (GONDIM et al. 1999b), depois isolado
em bezerro com cegueira congénita (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; 2004).

Neospora spp possui duas especies, N. caninum e N. hughesi, sendo apenas os cavalos descritos
como hospedeiros intermediarios de N. hughesi (CERQUEIRA-CEZAR, 2017). Esta nova
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classificacdo foi baseada em diferencas moleculares, antigénicas e estruturais do N. caninum,

sendo que os cavalos podem ser afetados por ambas as espécies como hospedeiro intermediario.

N. hughesi foi descrito por Marsh et al. (1998), os quais isolaram o protozoario de um equino que
apresentava sinais compativeis com a mieloencefalite protozoaria (EPM). Esta descoberta
estabeleceu N. hughesi como mais um potencial agente etiolégico da EPM, aumentando a
importancia do diagndstico de Neospora spp. em equinos. Além de causar distdrbios

neuroldgicos, N. hughesi também pode levar ao abortamento em cavalos (MARSH et al., 1998).

3.2 Biologia e ciclo de vida de Neospora spp.

O Neospora spp é um protozoario intracelular obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoea, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae
(CERQUEIRA-CEZAR 2017). O ciclo de vida, formas de infeccdo e hospedeiros definitivos e
intermediarios de N. hughesi ainda sdo pouco conhecidos (HOANE et al., 2006). Ja o ciclo de
vida do N. caninum é heteroxeno subdividido em reproducdo sexuada e assexuada. A fase
sexuada ocorre nos hospedeiros definitivos, em canideos domésticos e silvestres. Ja a fase
assexuada ocorre nos hospedeiros intermediarios, como bovinos, buafalos, ovinos, equinos,
raposas, gatos e galinhas. Possui trés estagios distintos: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos

(dentro dos oocistos) (Figura 1).

Os taquizoitos medem aproximadamente 3 -7 x 5 um, sdo encontrados em diferentes tipos
celulares de animais infectados, incluindo células neurais, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliais vasculares, midcitos, células epiteliais tubulares renais e hepatdcitos. Os bradizoitos
estdo presentes no interior dos cistos, podendo medir 7-8 x 2 ym (DUBEY e LINDSAY, 1996).
Os cistos teciduais apresentam forma redonda ou oval e possuem até 107 um de didmetro, sendo
encontrados principalmente no sistema nervoso central (DUBEY, 2005).

A fase de taquizoito é caracterizada como de rdpida multiplicagdo por endodiogenia, invasdo
ativa da célula hospedeira, tornando-se intracelular, e ficam localizados no citoplasma ou dentro

do vacuolo parasitoforo (DUBEY et al., 1988). Esta rapida multiplicacdo parasitaria ocasiona
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extensa lesdo tecidual, induz o recrutamento de células do sistema imune, causando forte reacéo
inflamatdria. O recrutamento das células de defesa imune gera no taquizoito a necessidade de
evadir dessa resposta transformando-o em bradizoitos, fase de resisténcia do parasito, em que
forma cistos teciduais (INNES, 2007) predominantemente em tecidos neurais e musculares,
persistindo por toda a vida do hospedeiro (DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007)
podendo ndo causar sinais clinicos no hospedeiro (DUBEY e LINDSAY, 1996).

O contato dos hospedeiros definitivos com o cisto tecidual contendo os bradizoitos se da através
da ingestéo destes nos tecidos infectados de hospedeiros intermediérios. Apos ingeridos, a parede
do cisto tecidual € degradada por enzimas proteoliticas, liberando o bradizoito no epitélio
intestinal, que irdo invadir as células intestinais e iniciar a fase assexuada com formacdo de
esquizontes e liberacdo de merozoitos. Estes merozoitos iniciam a fase sexuada que culminara na
producdo dos oocistos ndo esporulados que sdo eliminados nas fezes (DUBEY, SCHARES e
ORTEGA-MORA, 2007).

Esses oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo estdo na forma ndo esporulada,
portanto ndo infectiva. Eles irdo, no meio ambiente, sob condi¢des adequadas, esporular com a
formacdo de dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos (Figura 2). O oocisto
esporulado, pode permanecer infectivos no solo por longos periodos de tempo até serem
ingeridos por outros hospedeiros, e assim perpetuando o ciclo de vida do parasito (ELLIS et al.,
2010; GOODSWEN, KENNEDY e ELLIS, 2013; MONNEY e HEMPHILL, 2014; PETERS et
al., 2001).
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Figura 1: Estrutura dos estagios evolutivos do N.caninum. A) taquizoito, B) bradizoito, C) cisto tecidual
Fonte: Adaptado de Goodswen, Kennedy e Ellis (2013)
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Figura 2: Oocistos de N. caninum. A) Oocisto nédo esporulado e B) Oocisto esporulado contendo dois esporocistos.
Fonte: (Cortesia: Dr. Luis F. P. Gondim). Barra: 10 pm.
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Figura 3: Ciclo de vida de Neospora caninum. Nele se observa as formas de transmissdo vertical e horizontal do
parasito e formas infectivas.
Fonte: Adaptado de Goodswen, Kennedy e Ellis (2013).

3.3 Hospedeiros e vias de transmissao

Os hospedeiros definitivos de N. caninum sdo os canideos, como caes, lobos, raposas e 0s coiotes
(McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004). J& os hospedeiros intermediarios sdo 0s
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, bufalos, cervos, ratos silvestres, raposas e 0s caes, que podem
também figurar como intermediarios (ANDERSON et al., 2000; ALMERIA et al., 2002;
HUANG et al., 2004; RODRIGUES et al., 2004). Estudos experimentais apontaram que 00cCistos
viaveis foram encontrados apenas em fezes de cées naturalmente infectados (BASSOET et al.,
2009a,b), e lobos cinzentos (canis lupus) (DUBEY et al., 2003). No entanto, ndo foram

observados oocistos viaveis em fezes de raposas (CONSTANTIN et al., 2011).

A transmissao de N. caninum pode ser pela via vertical/enddgena, através da infeccdo congénita
ou via transplacentaria, e por via horizontal pela ingestdo de oocistos esporulados no meio
ambiente ou cistos teciduais, por infeccdo exdgena (MCALLISTER et al., 1998; DIJKSTRA et
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al., 2001; WILLIAMS et al., 2009), esta sendo a unica forma natural de infeccdo em bovinos
apos o nascimento (McCANN et al., 2007).

Segundo Anderson et al 2000, a infecgdo transplacentéria é a principal forma de transmissdo em
bovinos, sendo responsavel pela manutengdo do ciclo de vida também relatada em equinos,
ovinos, caprinos, suinos, felinos, camundongos e primatas ndo humano, ndo existindo

transmissdo de animal para animal.

A transmissdo horizontal é mais compreendida em bovinos e cdes. Os caes se infectam ap06s
ingerirem tecido bovino contendo bradizoitos encistados, sendo esta a principal rota de infeccao
para os hospedeiros definitivos, que culmina com a formacédo de oocistos no epitélio intestinal.
(LEVINE e IVENS, 1981). Estes oocistos eliminados nas fezes dos cdes esporulam no meio
ambiente e podem infectar bovinos e outros animais que venham a ingeri-los em &gua ou
alimentos contaminados. Ao serem ingeridos, os oocistos liberam 0s esporozoitos, podendo
causar uma forte resposta inflamatéria e destruicdo tecidual, caracterizando a resposta aguda. Ha
uma multiplicacdo rapida dos taquizoitos que se disseminam pelo organismo, estabelecendo,
portanto, a infeccdo (GOODSWEN, KENNEDY e ELLIS, 2013).

3.4 Importéncia epidemioldgica e econdmica

A neosporose tem emergido como uma enfermidade grave em bovinos e cdes em todo o mundo
(DUBEY, 2003). Nos ultimos anos os estudos acerca de N. caninum tém aumentado, por se tratar
de uma enfermidade que afeta rebanhos e estar associado com desordens reprodutivas,
principalmente em bovinos, com consideraveis perdas econémicas (INNES et al., 2002; DUBEY,
SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007).

Segundo Dubey, Schares e Ortega-Mora (2007), para compreender a epidemiologia de N.
caninum, € importante conhecer sua distribuicdo geogréafica e abrangéncia do agente na regiao a

ser estudada. Bartels et al. (2006) constataram que a soroprevaléncia de N. caninum em bovinos
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pode variar entre 16 a 94% entre rebanhos e 0,5 a 30% entre animais, dependendo do pais e da
regido, sendo que esta variacdo pode ocorrer em funcdo da diferente exposicdo aos fatores de

risco existentes em cada regido.

De acordo com Reichel et al. (2013), os prejuizos econdmicos causados por abortamentos
induzidos por N. caninum é de 1 bilhdo de ddlares, podendo chegar a 2-4 bilhdes de dolares por
ano nos 10 paises que representam as maiores poténcias produtoras de gado no mundo. Os gastos
estdo relacionados tanto as perdas dos fetos abortados, quantos aos gastos indiretos, como méo de
obra profissional, reducdo da vida reprodutiva e gastos com diagnosticos. No Brasil, as perdas
sdo de aproximadamente 51,3 milhGes de dolares na industria de laticinios e 101,0 milhdes

ddlares por ano na indudstria de carne.

Gondim et al., (1999b) estudaram a soroprevaléncia da infecgdo por N. caninum em rebanhos
leiteiros da Bahia, e observaram positividade de 14,09% nos animais, concluindo que o agente

poderia ser uma importante causa de abortos naquela regido.

As infecgdes subclinicas em cdes possuem grande importancia epidemiol6gica por serem 0s
hospedeiros definitivos e, portanto, capazes de eliminar oocistos nas fezes. Destaca-se que ha
uma maior soroprevaléncia em caes de area rural (20% a 97%) que de area urbana (7% a 26%),
sugerindo que cdes que vivem em ambientes rurais sofrem maior exposicdo ao parasito e
ressaltando a associacdo epidemioldgica entre bovinos e caes, ja que eles podem ter contato com
placentas e fetos abortados de bovinos (PATITUCCI et al., 2001; ANTONY e WILLIAMSON,
2003; FERNANDES et al., 2004; LASRI et al., 2004; KING et al., 2012).

Além disso, um importante fator nos dados soroepidemioldgicos é a maior prevaléncia em caes
errantes, constituindo 11 a 25% do total analisado, se comparado aos cées domiciliados com 2 a
10%, sugerindo que cées com livre acesso a rua podem apresentar maior chance de exposi¢do ao
parasito devido a hébitos de caca (GENNARI et al., 2002; CANON-FRANCO et al., 2003;
AZEVEDO et al., 2005).
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3.5 Sinais clinicos

As infecgbes por N. caninum em bovinos comumente sdo subclinicas, porém o aborto é o
principal agravo da enfermidade, sendo geralmente o unico sinal clinico observado, podendo ser
esporédico, endémico ou epidémico (DUBEY, 2003; DONAHOE et al., 2015; McALLISTER,
2016). Vacas com soropositividade para anticorpos anti-N. caninum abortam com mais
frequéncia que as soronegativas (DUBEY, 2003). O abortamento causado por N. caninum ocorre
a partir do terceiro més de gestacdo, sendo mais comum entre o quinto e sexto més (DUBEY e
LINDSAY, 2006), podendo os fetos morrerem no Utero ou nascerem natimortos. Os bezerros que
nascem vivos podem estar clinicamente saudaveis, porém, persistentemente infectados
(GHANEM et al., 2009).

A neosporose em cédes ocorre geralmente como uma infeccdo subclinica que pode sofrer
reativacdo durante a gestacdo, transmitindo a infeccdo do parasito para o feto por via
transplacentaria (BUXTON, MCALLISTER e DUBEY, 2002). Os casos mais graves da
neosporose canina geralmente evoluem para uma doenca neuromuscular em cédes jovens, que
apresentam um quadro de paresia inicial de membros posteriores que progride para a paralisia
(DONAHOE et al., 2015).

Ja em equinos, a soroprevaléncia de Neospora spp. podem exceder 10%, porém apenas alguns
casos de neosporose clinica foram reportados e ndo se sabe ao certo se o responsavel foi N.
caninum, N. hughesi ou ambos (CHEADLE et al. 1999). Nos cavalos a neosporose vem
associada a mieloencefalite protozoaria equina (MEP), doenga neuroldgica debilitante, cegueira,
perda de peso, paralisia dos membros posteriores, comportamento bizarro, dificuldade de
mastigacao, incoordenacéo, ataxia e aborto (DAFT et al., 1996; MARSH et al., 1996; WALSH et
al., 2000; LINDSAY, 2001; PITEL et al., 2003).

3.6 Resposta imunologica
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A resposta inata é o primeiro mecanismo de defesa ativado pelo hospedeiro ao detectar a infecgéo
por N. caninum, promovendo a liberacdo de quimiocinas, ativacdo de leucdcitos e citocinas pré
inflamatdrias (KHAN et al., 1997).

A imunidade é similar a de outros parasitos intracelulares obrigatorios, fundamentalmente
mediada por células T, principalmente NK e T CD8", desempenhando um papel crucial no
hospedeiro por meio da reducdo da replicacdo de N. caninum (INNES et al., 2002; MARTINEZ
2017). A resposta imune humoral participa diretamente na neutralizacdo e destruicdo de
taquizoitos extracelulares, controlando a disseminacdo da infeccdo (HEGAB; AL-MUTAWA,
2003; INNES et al., 2002).

Dessa forma, em concordéncia com o observado para outros patdgenos intracelulares, os dados
indicam que a imunidade protetora do hospedeiro induzida pela infeccdo por N. caninum €
tipicamente mediada por um padrdo de resposta imune do tipo Thl, que envolve a producéo de
IFN-y, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF), juntamente com a produgdo de 6xido nitrico (NO)
(DONAHOE et al., 2015; HECKER et al., 2015).

A resposta pro inflamatoria desencadeada pelas citocinas derivadas de Thl é essencial para
controlar a proliferacdo do parasito e consequente colonizacdo tecidual, porém, esta mesma
resposta pode atuar de forma deletéria atingindo a placenta de vacas prenhes, afetando a sua
integridade, e, portanto, podendo vir a causar o abortamento ou méa-formacéo fetal (MINEO et
al., 2009; MUNOZ, LIESENFELD e HEIMESAAT, 2011; MONNEY e HEMPHILL, 2014;
HECKER et al., 2015).

Ja as citocinas derivadas de um perfil Th2 medeiam a ativagdo e manutencéo da resposta humoral
através da secrecdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 e IL-25, e
producdo de anticorpos (MELLOR 2000; INNES 1995; DARWICH 2016).

Os métodos diagnosticos por sorologia fazem detecgéo indireta da infeccdo pelo parasito, através
da presenca, principalmente, de anticorpos com isotipo IgG. Sdos 0s mais comumente utilizados

para diagndstico ante-mortem da infeccdo por N. caninum, porém, a deteccdo de anticorpos
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circulantes no soro indica apenas que o animal teve contato prévio com o parasito, e nao

necessariamente apresentou a evolucdo para a doenca clinica (DUBEY, 1987).

3.7 Diagndstico de Neospora spp.

O diagnostico da neosporose pode ser realizado por deteccdo de anticorpos especificos
(BJORKMAN e UGGLA, 1999), visualizacdo de leses caracteristicas no cérebro, coragio e
figado de fetos abortados, além de combinado com exames de imunohistoquimica (IHQ) de
tecidos contendo lesdes (ANDERSON, et al., 1991; BARR et al., 1990; GONZALES et al.,
1999) e sorologia fetal (BUXTON et al., 1998).

Meétodos diretos e indiretos podem ser utilizados no diagndstico da infeccdo por Neospora spp.
Entre os métodos diretos estdo os exames histopatologico, imunohistoquimico, o isolamento in
vitro e in vivo e PCR (HEMPHILL et al., 2000; HOANE et al., 2006). Dentre os testes indiretos
temos a imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio imunoenziméatico (ELISA), soroaglutinacao
direta e Western immunoblotting (WB). Os exames soroldgicos se tornaram uma ferramenta Util
na deteccdo de anticorpos especificos para neosporose frente a infeccdo nos bovinos adultos,
visto a dificuldade no isolamento do agente (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Segundo Moré et al. (2008), Reichel, Ross e McAllister (2008) e Wapenaar et al. (2007) métodos
soroldgicos, como IFI e ELISA, sdo recomendados para o diagnéstico de doencas causadas por
protozodrios de interesse veterinario, como o N. caninum, pois avaliam o contato do agente com

0 hospedeiro de forma especifica por meio da deteccéo de 1gG.

Para se considerar uma infecgdo ativa por meio da analise sorologica, é preciso ter titulos
moderados a altos de anticorpos IgG e IgM especificos para o parasito. Portanto, a sorologia
possui limitacGes para deteccdo de soros com titulos baixos de anticorpos (ANDREOTTI et al.,

2013). Os avancos no desenvolvimento de testes soroldgicos especificos, sensiveis e de baixo
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custo para N. caninum tem sido fundamental para a compreensdo da epidemiologia deste parasito.
(BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Portanto, para determinar um quadro sugestivo de neosporose, deve-se analisar também a
presenca de sinais clinicos, como os neurol6gicos. Porém por se tratar de grande parte dos casos a
infeccdo ser assintomatica ou apresentar sinais inespecificos, ha dificuldade em estabelecer um
diagnostico clinico da doenca. Portanto, diagndsticos laboratoriais devem ser realizados para

confirmar a infeccdo por Neospora spp (PACKHAM et al, 2002).

De acordo com Dubey, Schares e Ortega-Mora (2007), é importante apontar que, apesar de muito
importante, o diagndstico sorologico ou molecular de tecidos fetais ndo pode ser usado como
unico determinante para se confirmar a neosporose como causa do aborto, em funcgéo da alta taxa

de bezerros sadios, mas persistentemente infectados, que nascem com a enfermidade.

3.7.1 Métodos diretos de deteccdo do agente

3.7.1.1 Reagdo em cadeia de polimerase - PCR

De acordo com Yao et al. (2009), o PCR ¢ um método molecular altamente especifico e sensivel
para o diagnostico de N. caninum. A sensibilidade e especificidade diagndsticas da PCR sé&o
influenciadas por alguns fatores importantes como o DNA alvo apropriado, pares de primers
especificos, protocolos adequados, métodos de extracao, purificacdo e armazenamento de DNA

molde, e uso de reagentes e equipamentos apropriados (DUBEY e SCHARES, 2006).

Os protocolos de PCR envolvem o uso de enzimas como a DNA polimerase, responsavel pela
adicdo de desoxirribonucleotideos durante a replicacdo, regides especificas do &cido nucléico
pesquisado (primers), desoxirribonucleotideos (dNTPs), além de outros reagentes. A reacdo é
realizada em termociclador que tem por funcao realizar ciclos, em diferentes temperaturas, que

atuardo no processo de replicacao in vitro (STEPHENS et al., 2009). Contudo, segundo Jenkins
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et al. (2002), o elevado custo para realizacdo do método inviabiliza sua utilizacdo na rotina

diagnostica.

Em um estudo comparativo entre as técnicas de PCR e imuno-histoquimica, Van Maanen et al.
(2004) observaram que a PCR possui uma maior sensibilidade e especificidade na deteccéo de N.
caninum em tecidos fetais bovinos. Dubey e Shares (2006) afirmam que, apesar de sua
sensibilidade, apenas os resultados da PCR néo sdo suficientes para determinar a neosporose no
animal, sendo necessario também a identificacdo de lesbes caracteristicas e detec¢do do parasito
associado as lesoes.

3.7.1.2 Exame histopatoldgico

O exame histopatoldgico pode ser utilizado na deteccdo direta ao agente, porém, de acordo com
Andreotti et al. (2003), na maioria dos casos 0s protozoarios estdo em numero muito pequeno no
cérebro, e raramente sdo observados nos cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina
(HE). Portanto, torna-se necessario associar a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica em

tecidos que apresentam lesdes, utilizando-se anticorpos anti-N. caninum (DUBEY, 2003).

As lesdes consideradas diagnosticas estdo no cérebro e consistem em focos de infiltrados
celulares mononucleares (ndo supurativos), com ocasionais focos de necrose, estas podendo estar
associadas a presenca de cistos ou grupos de protozoarios nos focos necroticos distribuidos nos
tecidos As outras lesdes presentes em coracdo e figado, sdo epicardite e/ou miocardite ndo
supurativas, miosite focal ndo supurativa e hepatite portal ndo supurativa, frequentemente com
necrose hepatica focal e pneumonia intersticial ndo supurativa focal. (THILSTED e DUBEY,
1989; DUBEY e PORTERFIELD, 1990; DUBEY et al., 1992a; SAWADA et al., 1997; PETERS
et al., 2001a; DUBEY 2003; SOLDATI et al., 2004; LEMBERGER et al., 2005; DUBEY et al.,
2006).

3.7.1.3 Exame Imunohistoguimico - IHQ
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No Brasil a primeira deteccdo do N. caninum foi feita por Gondim et al. (1999) pela técnica de
imunohistoquimica realizada em tecidos de um feto abortado. Ortega-Mora et al (2006) afirmam
que o método imunohistoquimico apresenta alta especificidade, porém em fetos autolisados a

sensibilidade da técnica é considerada baixa.

O método imuno-histoquimico faz identificacdo de cistos e taquizoitos do parasito em tecidos
fetais e fetos mumificados. Utiliza-se anticorpos especificos anti-Neospora spp. empregados em
fragmentos teciduais que serdo testados, principalmente cortes de cérebro, pulmdo, rins e
musculo esquelético. Apos isso, um anticorpo secundario ligado a uma enzima é adicionado de
forma que quando em contato com o substrato ha formacdo de uma coloracdo identificando a
reacdo antigeno-anticorpo (ANDREOTTI et al., 2003; VAN MAANEN et. al., 2004).

O diagndstico por meio da imunohistoquimica € considerado mais confiavel que apenas a
avaliacdo por coloracdo com HE (LINDSAY e DUBEY, 1989; SOLDATI et al., 2004;
LEMBERGER et al., 2005; CORBELLINI et al., 2006a).

3.7.1.4 Isolamento in vitro e in vivo

O primeiro cultivo de N. caninum foi realizado in vitro em mondcitos e células endoteliais de
bovinos, e, desde entdo, vem sendo cultivado em rim bovino, fibroblasto humano, encéfalo de
ratos neonatos, células VERO (rim de macaco verde africano) e em muitas outras linhagens
celulares. O isolamento e cultivo de N. caninum permite identificacdo do parasito,
desenvolvimento de pesquisas e estudos sobre a biologia do agente, manipulacdo genética, bem
como producdo e manutencdo de taquizoitos para testes sorolégicos e outras ferramentas
diagnosticas (ANDREOTTI et al., 2003). Hemphill et al (1999) afirmam que ndo somente

taquizoitos podem ser cultivados in vitro, mas também a fase de bradizoito.
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Yamane et al. (1998) relataram que isolar N. caninum € dificil e pouco bem sucedido, visto que
os fetos bovinos abortados por neosporose geralmente encontram-se autolisados e com

relativamente pouca quantidade de parasito no cisto tecidual (CONRAD et al., 1993).

Dubey et al. (1998) afirmam que as técnicas mais comumente utilizadas para isolar N. caninum
era inoculacdo de tecidos infectados em cultura celular ou em camundongos imunossuprimidos
ou imunodeficientes. Dubey e Lindsay (2000) concluiram que gerbils (Meriones unguiculatus)
sdo susceptiveis a infeccdo por N. caninum mesmo sem induzir imunossupressao, diferentemente
dos camundongos (Mus musculus), que demonstraram resisténcia a infecgdo. Os bioensaios
geralmente utilizam camundongos alogénicos, isogénicos, ou deficientes em IFN-y para N.
caninum (SCHARES et al., 2005).

3.7.2 Métodos indiretos de deteccdo do agente

3.7.2.1 Imunofluorescéncia indireta - IFI

A imunofluorescéncia indireta foi o primeiro teste soroldgico desenvolvido para a deteccdo de
anticorpos IgG anti-N. caninum (DUBEY et al., 1988), e foi utilizado por Bjérkman e Uggla
(1999) como referéncia para o desenvolvimento de outros testes sorologicos.

O método consiste na fixacdo de taquizoitos de N. caninum em Iaminas de microscopia, que séo
incubadas inicialmente com soros diluidos e em uma segunda etapa, com anticorpos ligados a um
conjugado (fluoresceina). Esses anticorpos sdo direcionados contra as imunoglobulinas da
espécie animal sob investigacdo. A reacdo é avaliada pela observagdo da reagcdo em microscopia
de epifluorescéncia (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Esta técnica detecta, fundamentalmente, anticorpos que se unem a antigenos localizados na
superficie celular de N. caninum (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002). Pela utilizacio de
taquizoitos intactos, assim como a pequena possibilidade de reacfes cruzadas, fazem da IFI a

técnica de eleicéo para deteccao de anticorpos anti-N. caninum (BJORKMAN e UGGLA, 1999).
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No entanto, segundo Dubey et al. (1996) e Bjoérkman et al. (1996), existem varias limitagdes no
uso da técnica, como resultados subjetivos, equipamentos especificos, como microscopio de

imunofluorescéncia, aléem de méo-de-obra capacitada.

3.7.2.2 Ensaio imunoenzimatico - ELISA

A facilidade para se processar um grande nimero de amostras aliado a uma sensibilidade e
especificidade acima das encontradas quando se utiliza a IFI, e a subjetividade apresentada pelo
referido teste, faz do ELISA o principal método soroldgico utilizado na avaliacdo diagndstica de
rebanhos bovinos (PEREIRA-BUENO et al., 2003), além de ser muito utilizado em estudos
epidemioldgicos de rebanhos (HEMPHILL et al., 2000).

Bjorkman et al. (1997) afirmam que o ELISA possui uma maior especificidade e sensibilidade no
diagnostico soroldgico de vacas infectadas com N. caninum quando comparado com a IFI.

No entanto, Nishikawa et al (2002) observaram que ha reacdo cruzada com T. gondii em soros
policlonais de camundongos e gatos testados por ELISA para N. caninum usando antigeno bruto.
Assim como Bjorkman et al. (1994) em testes de ELISA com antigeno sollvel bruto haviam
apresentaram niveis mais altos de reatividade cruzada sorol6gica para T. gondii quando
comparados com a IFI (SILVA et al. 2007).

Gondim et al (2017) também relataram reatividade cruzada entre T. gondii e N. caninum quando
utilizados ELISA com antigenos brutos. Porém, ao utilizar o ELISA de antigenos recombinantes
especificos, ndo foi observada a reacdo cruzada entre T. gondii e N. caninum. Portanto, os autores
concluem que o uso do ELISA para anticorpos de N. caninum baseados em peptideos quiméricos

especificos para o parasito parece ser promissor.

O principio do teste consiste em preparar 0 antigeno adsorvido a uma superficie de pléastico, é
feita a incubacdo com o soro diluido, e depois uma enzima é ligada a um conjugado espécie-
especifico. Ao final, um substrato é adicionado, e havendo a presenca do antigeno, ha liberacéo
de um produto colorido (BJORKMAN e UGGLA, 1999). Entdo, tendo presenca de produto
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colorido, indica que ha ligagdo com o antigeno. Trata-se de um método eficiente pois permite
detectar quantidades de proteina da ordem de nanogramas (10° g) (GOLDSBY, 2002).

No entanto, segundo Hasler et al. (2006), é necessaria cautela na utilizagdo do ELISA para
classificar animais em negativos e positivos para o agente, pois o teste pode apresentar resultados

falso-negativos ou falso-positivos.

3.7.2.3 Dot-ELISA

O dot-ELISA tem sido descrito como um método diagnostico eficiente para doencas infecciosas
parasitarias, como por exemplo, a toxoplasmose (PAPPAS et al. 1986). Segundo Pinheiro (2001),
0 Dot-ELISA pode ser utilizado como método diagnostico quantitativo quando se deseja verificar
a concentracdo do antigeno, ou ainda qualitativo para separar amostras em grupos de positivos ou

negativos.

A técnica apresenta boa sensibilidade, rapidez, baixo custo, além de facil execuc¢do, permitindo a
deteccdo de anticorpos mesmo em pequenas quantidades de amostra sem uso de aparelhagem
sofisticada. A metodologia baseia-se na sensibilizacdo de membranas de nitrocelulose com
antigeno, e posterior adicdo de um anticorpo marcado com peroxidase, para ocorréncia de reacao
e revelacdo com formacédo de cor. Portanto, quando ha formacéo de cor, significa que a amostra é
sororreativa (PINHEIRO, 2001; PINHEIRO et al. 2006).

3.7.2.4 Soroaglutinagéo direta

Anticorpos possuem caracteristicas bivalentes, podendo se ligar de forma cruzada com antigenos
ndo préprios, como por exemplo, 0s protozoarios, resultando em sua aglutinagdo. As diferentes
classes de anticorpos diferem em sua habilidade para aglutinar o0 mesmo antigeno (TIZARD,
2009). ReacOes de aglutinacdo sdo empregadas para o diagndstico laboratorial de doengas
causadas por virus, bactérias, protozoarios e fungos (FERREIRA e AVILA, 1996).
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O teste de aglutinacdo direta modificado para N. caninum foi desenvolvido a partir do teste de
aglutinacdo direta para toxoplasmose por Packham et al. (1998) e demonstrou-se um teste de
execucdo rapida, de facil utilizacdo e com sensibilidade (100%) e especificidade (97%) elevada
quando comparado com o ELISA. Como ndo se faz uso de anticorpo secundario marcado, é
considerado um teste diagndstico de simples execu¢do (CANADA et al., 2004).

3.7.2.5 Western immunoblotting

As primeiras versdes desse teste moderno foram descritas em 1979 por Harry Towbin e George
Stark do Instituto Friedrich Miescher na Suica e da Universidade de Stanford nos EUA,
respectivamente. O nome “Western immunoblotting” foi dado em 1981 por W. Neal Burnette por
causa da localizagdo do Centro de Pesquisa do Cancer Fred Hutchinson nos EUA por se localizar
na costa oeste do pais, sendo uma versdo mais aprimorada para deteccdo de proteina em
membrana, dos anteriormente descritos, métodos Southern Blotting, para deteccdo de DNA em
membrana (1975), e Northern Blotting, para deteccdo de RNA em membrana (1977)
(NAJAFQV, 2017). Desde 1979, os protocolos para transferéncia de proteinas de um gel de
eletroforese para membrana tém grandes evolucfes em suas técnicas (KURIEN e SCOFIELD,
2006).

A técnica de western immunoblotting, de acordo com alguns autores, iniciou uma nova era no
imunodiagndstico, o qual reduziu significativamente as reacdes cruzadas que eventualmente
ocorriam em outras técnicas moleculares de diagnéstico. O método foi inicialmente utilizado
como teste diagnoéstico para infeccdes virais e bacterianas, sendo mais tarde empregado no campo
da parasitologia (SARIMEHMETOULU, 2002).

As técnicas eletroforeticas, como o Western imunoblotting, tiveram importante papel na evolugédo
da biologia celular moderna. Estas técnicas e suas aplicagdes contribuiram significativamente
para a compreensdo das bases moleculares da estrutura e funcgdes celulares. A versatilidade das
técnicas eletroforéticas, juntamente com facilidade de uso, baixo custo, velocidade e alta

resolucdo é incomparavel com qualquer outro método utilizado para separacdo de proteinas.
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Mesmo ap6s mais de 30 anos apos a primeira publicacdo, a técnica continua a ser amplamente
utilizada e referenciada (BONIFACINO, 2011).

Também conhecido como immunoblotting, € um método diagndstico utilizado para deteccdo
proteica, utilizando anticorpos especificos para obter informacGes acerca da proteina alvo da
amostra a ser analisada. O método pode mensurar quantidade, peso molecular e modificacdes
pos-traducionais das proteinas. Devido ao anticorpo ter alta afinidade em relacdo aos seus
epitopos, faz deste um método muito sensivel mesmo em picogramas das proteinas alvo podem
ser detectadas (NAJAFOV, 2017). E usado como método confirmatorio no diagnostico de
infeccdo por N. caninum, devido a suas vantagens na deteccdo proteica (HEMPHILL et al.,
1996).

Uma variedade de antigenos sdo secretados e excretados pelos parasitos, e estes estdo presentes
no sangue, fezes, urina e outros fluidos do hospedeiro infectado. Estes antigenos tém potencial
para serem utilizados, por exemplo, no imunodiagnéstico da enfermidade (ADEL-RAHMAN,
1999). Os antigenos mais comumente citados na literatura apresentam peso molecular de 17, 22,
29, 30, 31, 33, 35, 37, 42, 43, 56, 62, 68 e acima de 94 KDa (SCHARES et al., 2000/2001;
MINEO et al., 2001). Assim, o reconhecimento de trés ou quatro antigenos imunodominantes de
17, 29/30, 37 e 46 KDa no soro de vacas naturalmente infectadas é considerado como
confirmacéo da infeccdo (SCHARES et al., 1998).

A realizacdo da técnica do Western imunoblotting pode ser resumida em quatro etapas:
fracionamento de proteinas a partir de eletroforese em gel, transferéncia das proteinas
fracionadas para membrana adsorvente, bloqueio de ligacbes inespecificas e incubagdo com
anticorpos que sera ligado a proteina especifica a ser analisada e revelacdo da membrana para
analise do resultado (TOWBIN et al., 1979; BURNETTE, 1981; TOWBIN e GORDON, 1984).

Na extracdo e quantificacdo de proteinas, podem ser utilizados como fonte proteica para
amostras: tecidos, culturas celulares e fluidos corporais, como plasma ou liquido

cefalorraquidiano, além de proteinas de agentes infecciosos, como protozoarios, virus e outros.
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Apos coleta e armazenamento do tecido a ser utilizado, € realizada a homogeneizacao da amostra,
a fim de fragmentar a proteina em pequenas particulas para facilitar a solubilizacdo, além de
remover acidos nucléicos, substancias insoltveis, proteinas abundantes ou qualquer particula de
tecido. A homogeneizacao pode ser realizada por métodos mecanicos, ultrassénicos, por presséo,
por descongelamento e osmdtica ou lise por detergentes (BODZON-KULAKOWSKA et al.,
2007).

O fracionamento de proteinas € realizado por eletroforese, onde h& o processo de separacdo de
proteinas e outras moléculas que migram induzidas por um campo elétrico (VESTERBERG,
1989). A técnica mais utilizada para separacdo destas proteinas € por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE)(Figura 4). Quando submetidas a um campo elétrico em pH neutro,
as moléculas de proteina sdo atraidas para o polo positivo e repelidas do polo negativo (SILVA &
SOUSA, 2002)(Figura 5).

Pagano (1999) afirma que o gel age como uma peneira molecular. Pequenas proteinas movem
através do gel mais rapido que proteinas maiores. Quanto mais alta a concentragdo de acrilamida,
menores s&o os poros do gel e as proteinas se movem mais lentamente. Entretanto, géis com alta
concentracdo de acrilamida sdo usados para determinar proteinas de tamanho pequeno, como é o
caso das proteinas de peso molecular de N. caninum, e geis com baixas concentracdes de

acrilamida sdo usados na determinacdo de proteinas grandes.
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Figura 4: Representacdo de gel SDS-PAGE com marcacdo das bandas de peso molecular (kDa) de N. caninum
corados com: A) e B) Coomassie Blue e C) Nitrato de prata.
Fonte: Adaptado de PINHEIRO (2005).
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Figura 5: Cuba para transferéncia de proteinas por eletroforese e indicacéo do funcionamento interno.
Fonte: Adaptado de NI et al. (2017)

A transferéncia para membrana € realizada para que as proteinas sejam acessiveis a deteccao
especifica por anticorpos, por meio da transferéncia destas do gel submetido a eletroforese para
esta membrana adsorvente (PAGANO, 1999)(Figura 6).
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Figura 6: Representacao da montagem do “sanduiche” para transferéncia do gel para a membrana adsorvente.

Fonte: Adaptado de Ni et al. (2017).

Na fase de bloqueio e incubacdo, a membrana é imersa em solugdo de bloqueio, comumente usa-
se leite desnatado, para impedir ligacOes inespecificas. Em seguida, é colocado o anticorpo
primario, que iréd se ligar especificamente ao epitopo do antigeno proteico, formando assim uma

ligacdo do tipo antigeno-anticorpo (NI et al., 2017).

Posteriormente, esta reacdo antigeno/ anticorpo priméario sera incubada a um anticorpo
secundario (PAGANO, 1999), um anti-IgG, ou seja, um anticorpo reagindo a outro anticorpo,
sendo este da mesma espécie utilizada na producdo do anticorpo primario (anti-mouse, anti-
rabbit). O anticorpo secundario geralmente esta ligado a uma enzima reveladora que ird produzir
uma mudanca de cor (KURIEN e SCOFIELD, 2003)(Figura 7).
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Figura 7: Esquema de uma imunodeteccdo por Western imunoblotting, a direita mostra-se 0s componentes

microscépicos da reacao.
Fonte: Adaptado de Towhbin (1998).

Para revelacdo e andlise dos resultados, pode-se utilizar dois métodos para deteccdo dos
antigenos: o radioativo e o imunoenzimatico. O método radioativo € menos utilizado por
apresentar alto custo para sua execugdo, bem como riscos a salde. Ja a quimioluminescéncia,
mais utilizada, necessita de incubagdo de um substrato fluorescente, que quando ligado a enzima
reveladora associada ao anticorpo secundario, gera um produto colorido. A imagem é capturada
em filme fotografico ou céameras especificas que digitalizam a imagem do Western
imunoblotting, que serdo analisadas quantitativamente por densitometria (KURIEN e
SCOLFIED, 2006) (Figura 8).




32

Figura 8: Membrana revelada por aparelho de quimioluminescéncia em exposi¢do por 5 minutos.
Fonte: Adaptado de NI et al. (2017).

3.8 Controle e tratamento da Neosporose

As atuais estratégias para controle da neosporose envolvem medidas de biosseguridade e gestdo
agricola (BARTLEY et al.,, 2013). Bruhn et al. (2012) afirmam que medidas sanitarias
inadequadas estdo diretamente relacionadas com maiores taxas de soropositividade em bovinos.
Dentre as medidas de prevencdo para neosporose, as mais utilizadas sdo o uso de receptoras
soronegativas em programas de reproducdo como a TE (transferéncia de embrido), limitar o
acesso de canideos a tecidos que podem estar infectados com o parasito, como materiais de
aborto, bem como o acesso aos comedouros e bebedouros (REITEROVA et al., 2009) além de
controle de roedores (DUBEY, SCHARES E ORTEGA-MORA, 2007).

Dubey et al. (2007) aponta que o controle sanitario limita o ciclo de vida do parasito e
consequentemente reduz a presenca do protozoario na propriedade. Segundo Dubey et al.
(2007a), diversas maneiras de controle vém sendo discutidas para reduzir a infecgdo por N.
caninum nos rebanhos, como técnicas de transferéncia de embrido (TE), inseminacao artificial
(1A), novilhas de substituicdo, quimioterapia e vacinacdo. Dubey, Schares e Ortega-Mora (2007)
afirmam que a maneira mais eficaz para prevencdo e controle da neosporose € conhecer o

historico reprodutivo e realizacdo de soroepidemiologia do rebanho.

Apesar de muitas pesquisas realizadas na area, ainda ndo ha uma vacina eficaz contra neosporose
que controle a carga parasitaria, evite abortamentos e a transmissao vertical. A Unica vacina
desenvolvida contra a neosporose (Bovilis Neoguard®) foi retirada do mercado por apresentar
possivel relagdo com o aumento de morte embrionaria precoce (MONNEYe HEMPHILL, 2014;
WESTON; HEUER; WILLIAMSON, 2012), visto que a resposta imune contra o parasito em si é
potencialmente patogénica para o feto, principalmente no primeiro terco da gestagdo
(WILLIAMS et al, 2006).
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De acordo com TAYLOR et al. (2010), ndo existe tratamento eficaz para neosporose em bovinos.
Neves et al (2010) afirma que a eficacia da terapia medicamentosa utilizada geralmente é baixa,
além de possuir limitantes como residuos de componentes quimicos nos subprodutos bovinos,
como carne e leite (ANDREOTTI et al., 2003).

4.0 CONSIDERACOES FINAIS

Por causar grandes impactos econdmicos na producdo bovina, a neosporose desde sua
identificacdo parasitaria é alvo de muito estudo entre os pesquisadores de todo o mundo,
inclusive no Brasil.

Para diminuir a ocorréncia de neosporose na bovinocultura, deve-se aliar as préaticas de
biosseguridade para controle do agente nas propriedades rurais, bem como estabelecer
diagnosticos eficazes para deteccdo do parasito, e conseguinte a isso, tratamento dos animais
contaminados.

A evolucdo das técnicas de diagndstico molecular, faz do Western imunoblotting um método
eficaz para deteccdo de inimeras enfermidades, por ser altamente sensivel e especifico e de
rapido resultado.

O diagndstico por Western immunoblotting na medicina veterinaria ainda é pouco utilizado por
ter um custo mais elevado se comparado a outras técnicas diagndsticas, bem como necessita de
mé&o-de-obra qualificada.

Ademais, para diagnostico da neosporose, por razdo da confiabilidade nos resultados, a técnica é

utilizada como confirmag&o diagndstica.
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