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1. INTRODUCAO

A Theileria equi (T. equi) € um protozoario aplicomplexa causador da Theileriose
equina e de distribuicdo cosmopolita, acredita-se ser a principal causa de
piroplasmose em equinos domésticos e silvestres, incluindo cavalos, burros,
mulas e zebras. O principal vetor da Theileriose sdo os carrapatos ixodideos
sendo o equino reservatorio do hemoparasito conhecido (HEIM et al., 2007).

Esta doenca debilita os animais, além de causar grandes despesas com
tratamento, tempo de restabelecimento e queda no desempenho. Outro problema
causado pela theileriose € que os animais acometidos sdo impedidos de entrar
em paises livres da doencga, sendo assim uma enfermidade que afeta de forma
importante a economia (MADEIRA et al., 2007). Como visto nos jogos olimpicos
no Rio de Janeiro, o transito de animais aumentou consideravelmente e com isso
por lei todos os equinos foram testados em prova de imunofluorescéncia ou
ELISA de competicdo para piroplasmose equina (Babesia Caballi e Theileria equi)
em uma amostra tomada dentro dos 14 dias anteriores ao embarque (MAPA,
2015).

Os antigenos de superficie (EMAs- Equi Merozoite Antigens), dando
destaque a EMA-1, EMA-2 e EMA-3 que exercem importante papel na aderéncia
e penetracdo de T. equi nos linfocitos e eritrocitos dos hospedeiros, se tornam
alvos especificos para sua utilizacdo com antigenos em ensaio imunobiol6gicos,
devido a significante e rapida resposta do equino hospedeiro a eles (KERBER et
al.; 2008). Recentemente, N0OSSO Qgrupo expressou e comprovou o potencial
imunogénico e antigénico das proteinas EMA-1 e EMA-2. Desta forma o presente
trabalho teve como objetivos a producéo heteréloga da proteina EMA-3 de T. equi
em levedura Pichia pastoris e sua avaliagdo em teste de imunodiagnéstico
(ELISA) para theileriose equina.

2. METODOLOGIA

A levedura P. pastoris transformada para a producdo da proteina rEMA-3
de T. equi e seu protocolo de fermentacao foi usado como descrito na literatura
(VIANNA et al., 2014).

No ELISA, a proteina foi utilizada na concentracdo de 200ng por pogo e 0s
soros equinos testados diluidos 1:100, concentracdo definida através de testes
com variancia nas diluicdes, sendo esta a com melhores resultados apresentados.
O total de 8 soros testados (3 positivos por Imunofluorescéncia - IFAT e 5
negativos). As placas foram sensibilizadas com proteina recombinante diluida em
tampdao carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubadas a 37 °C durante 90min e apés



52 SEMANA
INTEGRADA

UFPEL 2019

lavada 3 vezes com PBS-T. A placa foi bloqueada com leite em pd a 5% em
PBS-T (100uL por poco) e apods incubacao de 60min a 37°C lavou-se novamente
com PBS-T. Adicionou-se a placa os soros foram diluidos conforme citado
acima (1:100). Incubou-se a 37 °C e lavou-se com PBS-T 3 vezes. O soro anti-
equino-igG conjugado com peroxidase (Sigma) foi diluido 1:6.000 conforme
orientacdo do fabricante em PBS-T e adicionado as placas (100uL por orificio),
incubou-se a 37 °C durante 90min. Apos lavou-se 5 vezes com PBS-T e
adicionou-se o0 cromoégeno/substrato (tampéo citrato/fosfato-TPS- 10mL, H20:2
10pL e 0,004g de OPD-ortofenil-enodiamina—Sigma, 4mg). A placa foi mantida
15min no escuro, a reacao interrompida pela adicdo de 50puL/orificio de acido
sulfdrico 1N. As placas foram lidas em espectrofotometro TP-READER—Thermo
Plate com filtro de comprimento de onda de 492nm.

Os resultados entdo foram comparados a IFAT, bem como os resultados
obtidos destes 8 soros com as proteinas EMA-1 e EMA-2 (obtidas no laboratorio
Xl do Departamento de Microbiologia e Parasitologia — UFPel) com mesmo
protocolo descrito acima e utilizando-se para analise estatistica o programa
GraphPad 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, podemos observar na linha pontilhada o ponto de corte de 0,350,
temos como controle de placa um soro positivo e outro negativo, o padrao de
resultado se manteve de uma proteina para outra, sem diferenca estatistica entre
as médias (representadas no gréafico pelas barras de média, logo abaixo da linha
de ponto de corte), os resultados de sensibilidade e especificidade de cada
proteina, foi de 66% e 100% respectivamente, dado este que pode ser explicado
pelas médias de absorbancias serem muito proximas, essas proteinas possuem
entre si 56% de similaridade, resultado obtido através da ferramenta Potein Blast.
O trabalho ficou limitado ao nimero baixo de amostras, com um namero maior de
soros, seria possivel obter resultados diferentes de sensibilidade e especificidade.

Os soros negativos utilizados foram de potros antes da primeira ingestdo de
colostro da mée, a protecédo imunoldgica dos potros nas primeiras semanas apos
0 nascimento serd proveniente exclusivamente do colostro (TIZARD, 2014),
condizendo assim com os 100% de especificidade, os dados obtidos sado
proximos a literatura, Vianna e colaboradores em 2014, obtiveram 70% de
sensibilidade, o0s resultados apontam a subjetividade do teste de
imunofluorescéncia e a possibilidade de reacbes cruzadas, devido a
sensibilizacdo da lamina ser feita com eritrécitos de equinos infectados com o
parasito (NIZOLI et al.,2009),

O resultado obtido com os testes nos mostra que as proteinas sdo antigénicas
e que podem ser utilizadas junto ao ELISA como forma de diagndéstico, uma vez
qgue a IFAT depende do alto grau de experiéncia de seu pesquisador ao observar
por exemplo soros com baixa parasitemia (OIE, 2014)
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Figura 1 — Curva ROC - Os soros representados pelos pontos, sendo que 0s
5 negativos estdo todos abaixo da linha de corte pontilhada e os 3 soros positivos

acima do ponto de corte, as barras sdo a média de leitura em cada proteina
testada.

4., CONCLUSOES

Demonstrou que o ELISA é uma importante ferramenta para o diagnostico
da theileriose equina, tornando uma opcéo valiosa no controle da doenca e que a
proteina EMA-3 expressa em P. pastoris € um promissor antigeno para a
utilizacao em teste de imunodiagndstico como o ELISA.
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