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1. INTRODUCAO

O nematddeo Dioctophyma renale pertence a familia Dioctophymatidae,
sendo conhecido como o “verme gigante” do rim, pois parasita, principalmente, o
rim direito de animais domésticos e silvestres (NAKAGAWA et. al., 2007). O
diagnostico de D. renale pode ser estabelecido pela detec¢cdo de ovos no
sedimento urinério e por técnicas de imagem que possibilitem a visualizacdo de
parasitos adultos. No entanto, esses métodos nem sempre sdo eficazes, pois nédo
€ possivel o diagndstico por meio da identificacdo dos ovos no sedimento urinario
nos casos envolvendo parasitos somente do sexo masculino, fémeas imaturas e
localizacBes ectdpicas. Além disso, o0s animais infectados ndo costumam
demonstrar sinais clinicos, sendo, muitas vezes, o diagndstico estabelecido por
achados de necropsia (LIMA, 2016).

Apesar da dificuldade no estabelecimento do diagnostico, no Brasil, tém
sido frequentes os relatos deste nematddeo parasitando animais silvestres e
domésticos (TRINDADE et al., 2017). Alguns estudos epidemiologicos no sul do
Brasil, com destaque para a cidade de Pelotas observaram uma significativa
frequéncia desse parasito em hospedeiros definitivos e paraténicos
(MASCARENHAS & MULLER, 2015; PERERA, 2016; RAPPETI et al. 2018).

A presenca desse nematdédeo em cdes no nosSso meio e a contaminagéo
ambiental € uma realidade, assim como a dificuldade no estabelecimento do
diagnoéstico de forma eficaz. Isto evidencia a necessidade de estudos que
possibilitem viabilizar o diagnostico desta parasitose por meio da deteccdo de
anticorpos especificos no soro.

2. METODOLOGIA

Os nematddeos foram obtidos por nefrectomia de caes parasitados com D.
renale. Em seguida, os parasitos foram cultivados a 37°C e 5% de CO2 em meio
RPMI-1640. O sobrenadante da cultura foi coletado semanalmente por 30 dias,
centrifugado a 3000RPM durante 5 minutos e armazenado a -20°C com inibidor
de protease 1 mM (fluoreto de fenilmetilsulfonil) para preservacao.

Uma amostra DES foi obtida de um pool de sobrenadantes dos cultivos de
D. renale, os quais foram filtrados duas vezes, primeiro usando uma membrana
de 0,22 uym (Millipore) e depois usando uma membrana de 10 kDa (Sigma) a 4°C.
O filtrado foi dialisado contra agua desionizada a 4°C e depois liofilizado para
obter antigenos DES, que foram armazenados a -70°C. Os antigenos DES foram
quantificados usando o kit Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay (23255).

Para determinar as fragBes proteicas do antigeno DES foi realizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida com dudecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
na concentracdo de 12%, em tampao Tris-HClI 1,5M, pH 8,8 e gel de
empilhamento na concentracdo de 5% em tampéao Tris/HCI 1,M, pH 6,8. O
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antigeno foi ensaiado em canaleta separada no gel (10ug e 5ug) em tampéo de
amostra com condi¢des redutoras (SDS a 10%, azul de bromofenol a 0,5%, Tris-
HCI 0,25M pH 6,8, glicerol a 50% e B mercaptoetanol a 3%). A corrida
eletroforética foirealizada em cuba “Mini Protean II* (Bio Rad), contendo tampéao
de corrida (Tris 0,025M, glicina 0,250M e SDS a 0,1%) e voltagem constante de
150V. O marcador de peso molecular de 10-250 kDa (Precision Plus Protein™
Dual Color Standards 161-0374) foi utilizado para estimar o peso das fracdes dos
antigenos através da visualizagdo das bandas proteicas no gel corado com azul
de Coomassie R250.

Para a obtencdo das amostras de soro, foi realizada coletas de sangue em
tubos sem anticoagulante da veia jugular de 41 caes positivos para D. renale e
oito caes negativos. Os soros obtidos foram armazenados a -20 ° C até o uso.

O método ELISA foi padronizado por titulagdo cruzada com a utilizacdo do
antigeno DES. Ap6s a padronizagdo, o antigeno foi utilizado na concentracdo de
2ug por poco, o soro foi diluido a 1/100 e o conjugado anti-lgG 1/25000 (Sigma
Cat A9042). A placa de 96 pocos (MaxiSorb®, Nunc) foi sensibilizada com
antigeno DES em tampéao carbonato/bicarbonato pH 9,6-9,8 e bloqueada com 6%
de leite desnatado diluido em PBS com 0,05% de Tween® 20 (Sigma). ApOs 0s
soros positivos e negativos foram diluidos em PBS pH 7,2, contendo leite em po
1% e Tween-20 a 0,05% (PBS-T-M1%). Adicionou-se anti-IgG conjugado com
peroxidase de rabano (HRP) (Sigma Cat A9042) diluido em PBS-T-M 1%. O
antigeno, os soros, e o conjugado, foram incubados durante uma hora, a 37°C.
Entre todas as fases do teste as placas foram lavadas por quatro vezes com PBS-
T 0,05%. Reacdes colorimétricas foram desenvolvidas com 1 mg / mL de OPD
(Sigma-Aldrich) e 1 pul / mL de H202 (Sigma-Aldrich) diluido em tampéao citrato-
fosfato, pH 5,0. Ap6s dez minutos a reacao foi parada com H2S04 4N (Sigma-
Aldrich). A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de microplacas
(iMarkTM, Bio-Rad) a 492nM. As amostras foram analisadas em duplicado e os
resultados foram expressos como a média OD492.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sobrenadante das culturas de 25 parasitos adultos contendo os produtos
de excrecao e secrecao foi colhido semanalmente durante seis meses. Apds a
purificacdo dos sobrenadantes foram obtidos 12,5mL de DES com concentragao
proteica de 0,59ug/ul.

Apés a corrida eletroforetica dos antigenos de D. renale foi possivel
visualizar diferentes fracOes proteicas pela eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) com pesos moleculares variando de 250 a 25Kda.

No ELISA Indireto com o antigeno DES, a média de absorbancia dos soros
controles de cées positivos para D. renale foi de 1,476 = 0,233 (Figura 1). Todos
0s cées positivos para D. renale, foram também positivos ao ELISA, sendo que
somente um apresentou valor de absorbancia proximo ao cut off. Esse paciente
(nimero 18) no momento da cirurgia apresentava dois parasitos fémeas no
interior do rim direito. No entanto, os parasitos estavam mortos e apresentavam
cor verde escura, sem liquido no interior do rim, diferente dos outros animais que
havia presenca de liquido no interior do rim envolvendo o parasito.
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Figura 1. Médias de absorbancia no ELISA Indireto dos soros dos cées positivos
para Dioctophyme renale na concentracdo de 1/100, antigeno de excrecédo e
secre¢ao na concentracdo de 2 ug/uL e o conjugado 1/25000. Valor Cut off médio
das absorbancias dos soros controles negativos mais duas vezes o desvio padréo

Os caes com dioctofimatose costumam apresentar infeccdes crénicas e
nao envolvendo muitos parasitos (NAKAGAWA et al.,, 2007; PEDRASSANI,
2009). No presente estudo o numero de parasitos presente foi de no minimo um e
no maximo oito. Nossos resultados, quanto aos niveis de anticorpos foram
superiores ao observado por PEDRASSANI (2015) que verificou titulos inferiores
nos caes positivos, utilizando antigeno somatico de esodfago. Esta diferenca pode
ser devido ao antigeno utilizado, que no presente estudo foi de excrecdo e
secrecdo DES e ou por reacao cruzada com Ancylostoma, presente em 80% dos
animais deste estudo. A préxima etapa sera avaliado o ELISA utilizando prévio
blogueio das placas com antigeno de Ancylostoma.

4., CONCLUSOES

O teste de ELISA Indireto utilizando o antigeno DES é promissor e
viabilizar4, ndo somente o diagndéstico, mas também a implementacdo de
pesquisas epidemioldgicas, imunoldgicas e moleculares de D. renale.
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