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Resumo: Neospora caninum é protozodrio de grande importdncia na medici-
na veterindria, por infectar vdrias espécies e causar prejuizos em vdrias delas,
sendo os bovinos a que apresenta maior importdncia econdmica. Amostras de
DNA foram obtidas de tecidos nervosos conservados em parafina do ano de
1979 a 1989, que foram submetidas & PCR para tentativa do diagndstico
nessas datas. Nenhuma amostra investigada foi positiva no teste; contudo, a
eficiéncia da metodologia empregada favorece a estudos posteriores.
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Introducio

Neospora caninum é um protozodrio do filo Apicomplexa, familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, que foi descrito primeira-
mente em 1984, por Bjerkas et al. (1984), em cées e bezerros com
encefalomielite. Porém, somente em 1988, esse protozoario foi isolado e
nomeado por Dubey et al. (1988). N. caninum é um parasito morfologica-
mente semelhante ao Toxoplasma gondii, diferindo desse pela imunoge-
nicidade e patogenicidade (DUBEY, 2003).

McAllister et al. (1998) e Gondim et al. (2004), respectivamente,
demonstraram experimentalmente que cdes e coiotes sdo hospedeiros
definitivos do N. caninum. Porém, o parasito infecta vérias espécies
animais e pode causar doenca em vérias delas. Evidéncias de infecgoes
naturais foram descritas em vdrias espécies, sendo em bovinos a de
maior importincia pelas perdas financeiras. Dentre os prejuizos causa-
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dos por esse protozodrio, podem ser citados os abortamentos, a propor-
¢lo de vacas descartadas, a reposi¢éo de novos animais no rebanho, a
queda na produc@o leiteira, que pode chegar a 1kg/dia, bem como na
produc@o de gordura no leite (HERNANDEZ et al., 2001).

Ha4 duas formas de transmiss@o, horizontal e vertical, sendo a pri-
meira por meio da ingestdo de oocistos esporulados e tecidos contendo
cistos; e, a segunda, por via transplacentdria (TREES et al., 1999). Se-
gundo Dubey et al. (2007), as medidas de controle do N. caninum limi-
tam-se basicamente em evitar que os cies contaminem o alimento e
adgua dos bovinos e se alimentem da a placenta bovina.

O diagndstico exato dessa doenga € fundamental para a execucao
de medidas eficazes de controle. Dentre o método de diagnéstico, des-
tacam-se os ante morten, bem como as técnicas de imunofluorescéncia
indireta, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), Western Blotting
e PCR (Polymerase Chain Reaction). Somado a essas, porém de for-
ma subjetiva, pode-se comentar dos sinais clinicos em bovinos como
abortamentos, que, segundo Lindsay et al. (1996), ocorrem entre o ter-
ceiro e o oitavo més de gestacdo. H4 também as técnicas empregadas
no diagndstico pos mortem como histopatologia e imuno-histoquimica.

Visto a importincia desse protozodrio, o objetivo deste trabalho foi
o de tentar diagnosticar, por meio de técnicas de biologia molecular, a
neosporose, utilizando material conservado em parafina, datado de 1978
a 1989, no Laboratério de Histopatologia do Departamento de Veterind-
ria da Universidade Federal de Vigosa (DVT-UFV).

Material e Métodos

O experimento realizou-se no Laboratério de Biologia e Controle
de Hematozodrio e Vetores (LBCHV-BIOAGRO/UFV). As amostras
de DNA foram extraidas de tecidos nervosos de cies, conservadas em
blocos embebidos em parafina, no Laboratério de Histopatologia/DVT-
UFV. Foram utilizadas amostras anteriores ao ano de 1989 e posteriores
de 1978. Como controle positivo, foi extraido DNA de uma amostra
sabidamente positiva, gentilmente cedida pelo professor Luiz Fernando
Pita Gondim, da Universidade Federal da Bahia, e como controle nega-
tivo, 2 UL de dgua no lugar do DNA.
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Primeiramente, os blocos foram cortados em fatias de 5 a 20 mge
colocados separadamente em microtubos. Apds esse passo, adicionou-
se solugdo de Tween 20 (0,5% de tween 20, 1 mM EDTA, 50 mM tris-
HCL, pH 8,5), sendo posteriormente colocados a 95 °C, por dez minutos,
e a 65 °C, pelo mesmo tempo. Adicionou-se solugio de proteinase K e
buffer T1, providos pelo kit comercial Genomic DNA from Tissue-
Machery-Nagel, e incubados a 65 °C em banho-maria por 12 horas.
Passado esse perfodo, as amostras foram retiradas do banho-maria e
centrifugadas a 14.000 rpm por cinco minutos a 0 °C. Apés centrifugadas,
a 14.000 rpm, a 4 °C, adicionou-se uma segunda solucdo de proteinase K
(20 mg/mL) e incubaram-se as amostras a 65 °C, por uma hora. Foi
coletado o sobrenadante e prosseguiu-se, a partir do passo 3, do manual
do kit comercial j descrito.

Para as reagBes, um par de primers direto (5’TGTGCATATATC
CGGGAG TG3’) e reverso (5° CTTCCCTCAAACGCTATCCA3Z),
flanqueadores de uma regido de 154 pares de base, foi desenhado, a
partir da sequéncia de N. caninum linhagem NC-Bahia, depositada no
GenBank™ (AY259043).

. As reacgOes foram realizadas com temperatura 1n101al de
desnaturaciio de 94 °C, por um minuto, seguidas de 30 ciclos de 94 °C,
por 20 segundos; 58 °C por 45 segundos; e 72 °C, por 45 segundos para
extensdo das fitas pela Go® Tag DNA polimerase (Promega). Ao final
dos ciclos, foi realizada uma extensao final de sete minutos a 72 °C.

Ap6s a amplificagdo, aplicou-se gel de agarose 1% nas amostras,
que foram submetidas a corrida eletroforética em cuba, tendo TBE (Tris-
borato 0,09M e EDTA 0,002M) como tamp@o. Posteriormente, foram
coradas com brometo de etideo. Para a andlise dos géis, foi utilizado
padréio de peso molecular DNA Ladder 100pb (Promega).

Resultados e Discussiao

A avaliacdo da extragdo de DNA demonstrou que a técnica foi
realizada de modo eficiente (Tabela 1), pois excelentes concentracoes
de DNA foram obtidas, confirmando resultados semelhantes obtidos por
Santos et al. (2008). As extracdes apresentaram um arraste na quanti-
ficagdo pela corrida eletroforética, em razéo do processamento que essas
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Tabela 1 — Quantificacfio por espectrofotometria

Amostra/Ano Concerz:;:;::loL()le DNA Amostra/Ano CS;‘;E?:;Z?;‘;;‘E
Controle positivo 377,5309 1989 229,0399
1979 273,7435 1982 40,6979
1978 81,4406 1981 99,0604
1983 107,7720 1980 74,7325
1986 142,3935 1988 278,6850
1988 1097,373 - ‘ -

amostras sofreram para serem incluidas em parafina, também verificada
pelo mesmo autor. Esse fato ocorreu mesmo quando a andlise por espec-
trofotometria se apresentou satisfatéria (Tabela 1). A extracdo do controle
positivo também obteve excelente concentrac¢do, provando que os testes
realizados funcionaram.

As amostras estudadas apareceram negativas na PCR (Figura 1),
corroborando com os resultados de Bjerkas ez al. (1984), pois nenhuma
amostra amplificou na PCR. Sendo assim, o primeiro diagnéstico ainda é
confirmado para aquela data; porém, estudos posteriores ainda podem
vir a demonstrar o contrério, principalmente se for investigada maior
quantidade de amostras. O controle positivo comprovou a eficiéncia da
técnica e negatividade das amostras, pois nele amplificou-se a regifio de
interesse, um fragmento de aproximadamente 154 pb. Por isso, pode-se
afirmar que as amostras eram negativas para neosporose, nio sendo
necessério sequéncia-las.

Figura 1 - Resultados de PCR das amostras estudadas (canaleta 1 = marcador
de 100pb; canaleta 2 = controle positivo; canaletas 3 a 11 = amostras;
e canaleta 12 = controle negativo).
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Conclusao

Pode-se concluir que este trabalho possibilitou o estabelecimento
de uma metodologia eficiente de extracdo de DNA, de amostras de teci-
dos conservadas por longo perfodo, e o diagndstico de N.caninum por
técnica molecular. Contudo, nfo foi possivel estabelecer nova data para
o relato do primeiro caso de neosporose com as amostras analisadas.
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