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1. INTRODUÇÃO 

 
A neosporose é uma doença infecciosa causada pelo protozoário 

heteróxeno Neospora caninum. Atualmente, essa enfermidade é considerada uma 
das principais causas de aborto em bovinos leiteiros no Brasil e no mundo 
(DUBEY et al., 2011). Entretanto, uma variedade de mamíferos, tais como ovinos, 
equinos e caninos (hospedeiro definitivo) podem ser infectados por N. caninum 
resultando em grandes perdas econômicas para indústria de produtos animais 
(MOORE et al., 2009). 

O diagnóstico direto pode ser realizado através da identificação de lesões 
microscópicas compatíveis com neosporose, e ensaios que identificam a 
presença do parasito nos tecidos, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) 
e a imunohistoquímica utilizando soros hiperimunes contra o antígeno bruto 
(DUBEY et al., 2011). O diagnóstico indireto utiliza técnicas sorológicas que 
detectam anticorpos antígeno específicos nos soros suspeitos, sendo a 
imunofluorescência indireta (IFI) considerada padrão ouro. (DUBEY et al., 2011). 
Em fetos abortados a detecção direta do parasito é realizada em tecidos e 
líquidos fetais (CONRAD et al., 1993). 

Estudos recentes demonstram a importância de antígenos de superfície 
celular específicos de N. caninum (REGIDOR-CERRILLOet al., 2012). Dentre os 
potencias antígenos de N. caninum, a proteína NcSRS2 (Nc-p43) (HOWE et al., 
2002) foi identificada como um alvo imunodominante presente em ambas as 
formas do parasito (taquizoítos e bradizoítos) (SON et al., 2001). Ainda, 
anticorpos gerados contra a Nc-p43, em sua forma nativa e recombinante, não 
reagem com parasitos do mesmo filo, como por exemplo, o Toxoplasma gondii 
(DUBEY et al., 2011). Ensaios sorológicos utilizando a Nc-p43 recombinante (rNc-
p43) não apresentam reações cruzadas com parasitos do mesmo filo (BORSUK 
et al., 2010). Nessa perspectiva, anticorpos policlonais (pAbs) gerados contra a 
rNc-p43 podem ser ferramentas valiosas na detecção direta do parasito. Por este 
motivo, o objetivo deste trabalho foi a produção de um conjugado de pAb anti rNc-
p43 e isotiocianato de fluoresceína (FITC) para a detecção direta do parasito.  
 

2. METODOLOGIA 
 

Para a produção do pAb foi utilizado um coelho (Orytologus cuniculus) da 
raça Nova Zelândia Albino, com peso médio de 3 kg, imunizado de acordo com 
protocolo estabelecido por Harlow e Lane (1988). Resumidamente, o animal foi 
imunizado via subcutânea nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 com 300 µg de rNc-p43, 
previamente produzida em sistema de expressão procarioto (Escherichia coli) 
segundo Borsuk et al., (2010). O primeiro inóculo foi emulsificado com adjuvante 
completo de Freund (Sigma-Aldrich, USA), e os demais inóculos com adjuvante 



 

incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, USA). Após confirmação de altos títulos de 
anticorpos séricos contra rNc-p43 (64.000), o sangue total do animal foi coletado 
através de punção cardíaca. O soro hiperimune obtido foi purificado por 
cromatografia de afinidade utilizando coluna de proteína A CL-4B (GE Healthcare 
Company, USA) de acordo com as instruções do fabricante. A eficácia da 
purificação foi avaliada por SDS-PAGE e a concentração final mensurada por 
espectrofotometria (280nm). O animal utilizado neste estudo foi tratado de acordo 
com as diretrizes do Conselho Nacional de controle de Experimentação Animal 
(CONCEA). O pAb/rNc-p43 purificado foi titulado por ELISA indireto, utilizando 
rNc-p43 (50 ng/poço) imobilizada em placas de poliestireno (Nunc polisorp). O 
pAb/rNc-p43 foi conjugado a FITC, conforme Harlow e Lane, 1988. Para tal, 4,46 
mg/mL do pAb/rNc-p43 foi diluído em PBS (pH 7,4), e 1 ml dessa solução foi 
misturado com 0,2 ml de tampão carbonato bicarbonato (0,5M, pH 9,5) e dialisado 
por 16 h à 4°C contra uma solução de NaCl (0,85 %) contendo 1,2 ml de FITC [2,5 
mg/ml]. Após, a amostra foi dialisada contra solução de NaCl (0,85 %) durante 3 
h, e posteriormente contra tampão PBS (pH 7,5) por 16 h. Então o pAb/rNc-p43-
FITC foi analisado por eletroforese (SDS/PAGE) e visualizado sob luz ultra violeta 
(UV) em transiluminador para avaliar a ligação do anticorpo ao fluoróforo; logo em 
seguida o gel foi corado com azul de Comassie e observado novamente. 
Taquizoítos de N. caninum, cepa Nc-Liv (BARBER et al., 1995) foram cultivados 
conforme protocolo estabelecido por Davison et al. (1997). Os taquizoítos foram 
ressupendidos em PBS, contados e fixados em lâminas (2 x 105 
taquizoítos/círculo). Após secagem a temperatura ambiente, as lâminas foram 
fixadas em uma solução de metanol e acetona (1:1) por 10 min, bloqueadas com 
PBS contendo soro fetal bovino 10 %, e adicionado o conjugado pAb/rNc-p43-
FITC por 2 h a 37 °C em câmara úmida/escura. As células foram observadas em 
microscópio de fluorescência (Olympus IX51). Como controle negativo foram 
utilizados taquizoítos de T. gondii e soro normal de coelho (SNC). Como controle 
positivo foi utilizado um soro hiperimune de camundongo (SHM) contra N. 
caninum. O pAb/rNc-p43 foi testado previamente quanto a sua capacidade em 
identificar a proteína nativa Nc-p43 presente em taquizoítos através de 
imunofluorescencia indireta aplicando-se a metodologia mencionada acima com 
adição de um anticorpo anti-rabbit conjugado a FITC (Sigma-Aldrich, USA). 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
O soro hiperimune obtido das inoculações em coelho foi eficiente, sendo 

possível obter 50 mL de soro total. O pAb/rNc-p43 purificado foi capaz de 
reconhecer a proteína Nc-p43 na sua forma recombinante, em ELISA 
apresentando títulos ≥ 128.000. 

A conjugação do pAb/rNc-p43 com FITC pode ser confirmada através de 
SDS-PAGE (Figura 1). O conjugado pAb/rNc-p43-FITC reagiu com os taquizoítos 
de Nc-Liv e não reagiu com T. gondii, indicando a especificidade do anticorpo pela 
espécie N. caninum, concordando com resultados obtidos por Haldorson et al. 
(2006) quando utilizou um monoclonal anti Nc-p43 como anticorpo primário. O 
pAb/rNc-p43/FITC em uma diluição 1:100, imunomarcou o complexo apical de N. 
caninum com intensa fluorescência. 

 



 

         
Figura 1: Eletroforese em Gel de poliacrilamida 10% para análise de conjugado 
FITC. Painel A: 1- pAb/rNc-p43-FITC, 2: pAb/rNc-p43, visualizados sob luz UV; 
Painel B: 1- pAb/rNc-p43-FITC, 2: pAb-rNc-p43, após coloração com Comassie 

blue.  
 

 
Figura 2: Detecção do complexo apical de taquizoítos de N. caninum 

Imunofluorescência. Painel 1: pAb/rNc-p43-FITC e Nc-Liv; Painel 2: pAb/rNc-p43-
FITC e T.gondii; Painel 3: pAb/rNc-p43 e Nc-Liv; Painel 4: SHM e Nc-Liv IFI; 

Painel 5: SNC e Nc-Liv. Observação usando UV, aumento 1000 x (Olympus BX 
51). 

 
Nos últimos anos, os relatos científicos de novas metodologias de 

diagnóstico da neosporose tem sido focados em métodos indiretos de detecção 
(MORAVEJI et al., 2012; WILKOWSKY et al., 2011; BORSUK et al., 2010), isto 
provavelmente devido aos baixos custos destes ensaios quando comparados com 
a detecção do parasito através de PCR, ou ensaios diretos utilizando anticorpos 
antígeno específicos (MCINNES et al., 2006). Neste trabalho descrevemos a 
produção de um anticorpo policlonal antígeno específico conjugado ao fluoróforo 
FITC capaz de detectar a proteína Nc-p43 presente em N. caninum o qual pode 
ser uma ferramenta na detecção direta do parasito em fluidos biológicos e tecidos. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
O conjugado pAb/rNc-p43 produzido é uma ferramenta potencial para a 

detecção específica de N. caninum. A próxima etapa do experimento 
compreenderá a avaliação do conjugado com amostras de fluidos biológicos e 
tecidos que contenham taquizoítos ou bradizoítos de N.caninum.  
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