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RESUMO 

PACHECO, Diene de Borba. Produção de insumos para o imunodiagnóstico da 
neosporose 2014 47f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em 
Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.  

Neosporose é a doença causada pelo parasito apicomplexa Neospora caninum, o 
qual é intimamente relacionado a Toxoplasma gondii. A infecção por N. caninum 
representa uma importante causa de falha reprodutiva em ovinos, caprinos, equinos 
e bovinos ao redor do mundo. O diagnóstico da neosporose é baseado na detecção 
de anticorpos específicos contra o patógeno em soros, ou a presença de cistos 
teciduais em animais. No entanto, as semelhanças morfológicas e a possível 
reatividade sorológica cruzada entre N. caninum e T. gondii pode resultar no 
diagnóstico errôneo. Neste estudo, a proteína de superfície Ncp-43 de taquizoítos de 
N. caninum, foi expressa de forma recombinante em Escherichia coli e utilizada para 
produção de anticorpos policlonais (pAb). O pAb foi purificado e conjugado a 
peroxidase (HRP) e isotiocianato de fluoresceína (FITC) para detectar as proteínas 
recombinantes e nativas Ncp-43, respectivamente. pAb e pAb/HRP foram capazes 
de reconhecer rNcp-43, o que foi avaliado pelas técnicas de Dot blot e ELISA 
enquanto pAb/FITC se mostrou eficiente na imunomarcação do complexo apical de 
taquizoítos.  Um ensaio imunoenzimático de bloqueio (b-ELISA) foi realizado para 
avaliar a performance do pAb/HRP como ferramenta de diagnóstico. A porcentagem 
de inibição média para as amostras de pool de soros positivos e o pool de negativos 
de bovinos com neosporose foi significativamente diferente (P <0,0001). Estes 
resultados sugerem que o pAb pode ligar-se aos mesmos epítopos da Ncp-43 que 
os anticorpos anti-N. caninum de amostras positivas testadas. O b-ELISA utilizando 
o pAb/HRP representa uma opção interessante aos testes de diagnóstico 
disponíveis para a neosporose, uma vez que menos passos estão envolvidos na sua 
realização e seu formato evita a reatividade cruzada com anticorpos anti-espécie 
específicos. Em resumo, este trabalho descreve a produção de anticorpos contra N. 
caninum, e avalia o potencial dessas ferramentas para o desenvolvimento de novos 
testes diagnósticos para neosporose.  
 
Palavras chaves: Neospora caninum, neosporose, ELISA, Ncp-43, diagnóstico. 
  



 
 

 

 

 

ABSTRACT 

PACHECO, Diene de Borba. Development of immunochemical assays for the 
immunodiagnosis of neosporosis. 2014 47f. Dissertação (Mestrado) – Programa 
de Pós-Graduação em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.  

Neosporosis is a disease caused by the apicomplexan parasite Neospora caninum, 
which is closely related to Toxoplasma gondii. N. caninum infection represents an 
important cause of reproductive failure in sheep, goats, horses, and cattle worldwide. 
The diagnosis of neosporosis is based on the detection of pathogen-specific 
antibodies in animal sera or the presence of tissue cysts. However, morphological 
similarities and serological cross-reactivity between N. caninum and T. gondii can 
result in the misdiagnosis. In this study, the N. caninum tachyzoite surface protein 
Ncp-43 was expressed in a recombinant form to elicit polyclonal antibodies (pAb) 
response. The pAb was purified and conjugated to horseradish peroxidase (HRP) or 
fluorescein isothiocyanate (FITC) to detect the recombinant and native Ncp-43 
proteins, respectively. The pAb and pAb/HRP were able to recognize rNcp-43 by Dot 
blot and ELISA, and pAb/FITC immunolabeled the apical complex of tachyzoites. A 
blocking enzyme-linked immunosorbent assay (b-ELISA) was performed to evaluate 
pAb/HRP as a diagnostic tool. The mean percent inhibition for the positive and 
negative serum samples from cattle with neosporosis was significantly different (P < 
0.0001). These results suggest that the pAb may bind to the same epitopes of Ncp-
43 as anti-N. caninum antibodies in the positive samples tested. The b-ELISA using 
the pAb/HRP can facilitate diagnostic testing for neosporosis, since fewer steps are 
involved and cross-reactivity with secondary antibodies is avoided. In summary, this 
report describes the production of antibodies against N. caninum, and evaluates the 
potential of these tools for the development of new diagnostic tests for neosporosis. 
 
Keywords: Neospora caninum, neosporosis, ELISA, Ncp-43, diagnosis. 
 

  



 
 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 Ensaio de Dot blot utilizando pAb ou pAb conjugado a HRP ........... 31 

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

imunofluorescência direta.................................................................. 

 

32 

Figura 3 ELISA de bloqueio utilizando pAb/HRP............................................. 33 

 

  



 
 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

b-ELISA - Ensaio imunoenzimático de bloqueio 

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

DO - Densidade óptica 

ELISA - Ensaio imunoenzimático 

Fig - Figura 

FITC - Isotiocianato de fluoresceína 

g - Força da gravidade 

h - Hora 

H2O2 - Peróxido de hidrogênio 

HRP - Peroxidase 

IF - Imunofluorescência 

IFD - Imunofluorescência direta 

IFI - Imunofluorescência indireta 

IgG - Imunoglobulina G 

IL - Interleucina 

IMAC - Íons metálicos imobilizados 

INF-γ - Interferon gama 

IPTG - Isopropilα-D-thiogalactoside 

M - Molar 

mAbs - Anticorpos monoclonais 

mM - Milimolar 

NcSRS2 - Sequencia codificadora para antígeno de superfície de Neospora caninum 

nm - Nanômetro 

pAb - Anticorpo policlonal 

pAb/FITC  - Anticorpo policlonal conjugado a isotiocianato de fluoresceína  

pAb/HRP - Anticorpo policlonal conjugado a peroxidase 

PBS - Tampão fosfato salino 

PBS-T - Tampão fosfato salino com 0.05% de Tween 20 

 



 
 

 

rNcp-43 - Proteína Ncp-43 recombinante 

SDS - Dodecil sulfato de sódio 

SRS - Sequências relatadas de superfície 

Th1 - Linfócitos T auxiliares 1 

Th2 - Linfócitos T auxiliares 2 

VERO - Células de rim de macaco africano 

μg - Micrograma 

μL - Microlitro 

μm - Micrômetro 

  



 
 

 

 

 

SUMÁRIO 

1 Introdução .............................................................................................................10 

1.1 Neosporose .........................................................................................................10 

1.2 Ciclo Biológico .................................................................................................... 10 

1.3 Epidemiologia ..................................................................................................... 11 

1.3.1 Transmissão .................................................................................................... 12 

1.4 Resposta imune .................................................................................................. 13 

1.5 Gene NcSR2 (proteína Ncp-43) ......................................................................... 14 

1.6 Diagnóstico ......................................................................................................... 15 

2 Justificativa .......................................................................................................... 17 

3 Objetivo ................................................................................................................ 18 

3.1 Objetivos específicos .......................................................................................... 18 

4 Artigo .................................................................................................................... 19 

5 Conclusão ............................................................................................................ 34 

Referências ............................................................................................................. 35 

Anexo ....................................................................................................................... 42



 
 

 

1 Introdução 

 

1.1 Neosporose 

 

O agente infeccioso causador da neosporose é um protozoário intracelular 

obrigatório pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporoasida, sub-classe 

Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, família Sarcocystidae, sub-família 

Toxoplasmatinae, gênero Neospora e espécie Neospora caninum (DUBEY et al., 

1988). Entretanto até 1988 foi erroneamente diagnosticado como Toxoplasma gondii 

devido a grande similaridade. A neosporose tem sido confirmada como uma das 

principais causa de abortos e mortalidade neonatal em bovinos, ovinos, caprinos, 

equinos e cervídeos (DUBEY, 2003). Os canídeos infectados apresentam desordens 

neuromusculares severas, principalmente aqueles com infecção congênita (DUBEY 

et al., 1998). 

A importância econômica dessa enfermidade na bovinocultura está 

diretamente relacionada as falhas reprodutivas e descarte precoce de fêmeas 

(HASLER et al., 2008). Em muitos casos ocorre o nascimento de animais 

clinicamente saudáveis, no entanto cronicamente infectados, os quais são de suma 

importância na manutenção do ciclo do parasito em rebanhos (DUBEY, 2003).  

A neosporose afeta tanto o gado de corte como o de leite, tendo sido 

registrada em todos os continentes, logo, grande parte dos rebanhos vem sendo 

constantemente expostos ao N. caninum (CARDOSO et al., 2012; DUBEY et al., 

2011b; REICHEL et al., 2013). Estimativas indicam que no Brasil os prejuízos 

relacionados à neosporose variam de 51,3 a 101 milhões de dólares em rebanhos 

de leite e corte (REICHEL et al., 2013). 

 

1.2 Ciclo Biológico 

 

Os canídeos são os hospedeiros definitivos do N. caninum, e a eliminação de 

oocistos desse parasito foi confirmada até o momento em cães (Canis lupus 

familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), coiotes (C. latrans) (GODIM et al., 2004), 

dingos (C. lupus dingo) (KING et al., 2010), e lobos cinzentos (C. lupus lupus) 

(DUBEY et al., 2011a). Uma ampla gama de outros mamíferos é suscetível a este 

parasito assumindo importância como hospedeiros intermediários.
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Vários aspectos do ciclo biológico deste parasito não estão completamente 

esclarecidos, principalmente com relação à fase sexuada que ocorre no intestino do 

hospedeiro definitivo, no entanto, pode-se afirmar que o período pré-patente é de 

cinco a oito dias após a ingestão dos cistos teciduais pelos canídeos (LINDSAY et 

al., 2000). Ao longo do ciclo o parasito se apresenta nos estágios de taquizoítos e 

bradizoítos, fases intracelulares encontradas nos hospedeiros definitivos e 

intermediários, e em oocistos, que são exclusivos de hospedeiros definitivos e 

eliminados juntamente com as fezes desses animais (MCALLISTER et al., 1998). A 

esporulação dos oocistos ocorre no ambiente, sendo esta a forma infectante para 

hospedeiros intermediários (DUBEY, 2003). Há relato da presença de taquizoítos de 

N. caninum em diversos tipos de tecidos e células como macrófagos, fibroblastos, 

células endoteliais, miócitos, células epiteliais dos túbulos renais e hepatócitos, no 

entanto o parasito demonstra predileção pelo sistema nervoso (DUBEY et al., 2011b; 

HEMPHILL, 1999).   

A resposta imune do hospedeiro e outros fatores fisiológicos estimulam a 

diferenciação de taquizoítos em bradizoítos, os quais são menores, apresentando 

metabolismo e multiplicação mais lentos, formando cistos teciduais (PETERS et al., 

2001), comumente encontrados no encéfalo, medula, nervos e retina, podendo 

permanecer durante toda a vida do hospedeiro sem grandes manifestações clínicas 

(GOODSWEN et al., 2013). 

 

1.3 Epidemiologia 

 

A associação do parasito N. caninum a abortos bovinos foi comprovada em 

estudos soroepidemiológicos realizados em diferentes países, os quais relatam 

taxas de prevalência variando de 10 a 60% (DUBEY et al., 2011b; REICHEL et al., 

2013). O hospedeiro definitivo representa um papel de destaque na cadeia 

epidemiológica da neosporose devido a grande frequência da infecção na população 

de canídeos combinada à ausência de sinais clínicos na maioria dos casos (AL-

QASSAB et al., 2010; REICHEL et al., 2007) e associação direta destes animais 

com os rebanhos (CORBELLINI et al., 2006).  

No Brasil, os dados desta parasitose em rebanhos bovinos de corte e de leite 

foram relatados em estudos de prevalência realizados nos estados do Mato Grosso 

do Sul, Paraná, Goiás, Rio de Janeiro, Rondônia, Rio Grande do Sul, Santa Catarina 
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e São Paulo, com taxas de prevalência que variaram de 6 a 58% (ANDREOTTI et 

al., 2010; BENETTI et al., 2009; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001; MELO et al., 

2006; MOURA et al., 2011; MUNHOZ et al., 2006; PIAGENTINI et al., 2012; 

RAGOZO et al., 2003). Em levantamento soroepidemiológico de cães da região sul 

do Rio Grande do Sul a prevalência da neosporose foi de 15,62%, sendo os cães da 

zona rural os que apresentaram maior percentual de soropositividade (DA CUNHA 

FILHO et al., 2008; SHARMA et al., 2008). 

 

1.3.1 Transmissão 

 

A primeira observação de transmissão vertical em canídeos ocorreu na 

Noruega em três ninhadas sucessivas, que apresentaram problemas neurológicos 

similares a sintomas observados em animais infectados por T. gondii (BJERKAS et 

al., 1984). A porta de entrada para o N. caninum é o trato digestivo do hospedeiro 

definitivo, pois a infecção ocorre pela ingestão de tecidos de animais infectados 

contendo cistos, ou pela ingestão de oocistos esporulados presentes em água ou 

alimentos contaminados (BARR et al., 1993). A transmissão horizontal é mais 

frequente entre cães do que a vertical, justificando as elevadas taxas de 

soroprevalência encontradas nesta espécie (BARBER et al., 1998). A presença de 

oocistos em fezes de cães foi confirmada após a ingestão de cistos teciduais 

presentes em bovinos (DIJKSTRA et al., 2002), bubalinos (RODRIGUES et al., 

2004), ovinos (PENA et al., 2007) e cervídeos (VIANNA et al., 2005).  

Em hospedeiros intermediários a transmissão pode ser horizontal, através da 

ingestão de oocistos esporulados presentes nas pastagens ou água, ou vertical 

através da infecção transplacentária por taquizoítos. Em bovinos a principal via de 

transmissão é a transplacentária e dependendo do estágio gestacional pode ocorrer 

aborto, natimorto ou ainda o nascimento de um bezerro clinicamente saudável, 

porém cronicamente infectado (SENGUPTA et al., 2012). A transmissão lactogênica 

foi possível em condições laboratoriais, porém, não há confirmação da ocorrência 

desse tipo de transmissão naturalmente (DAVISON et al., 2001). 

A taxa de infecção transplacentária em bovinos pode chegar a uma 

frequência de 95% dos casos, sendo a rota de transmissão responsável pela 

manutenção e expansão da infecção no rebanho devido às sucessivas passagens 
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de geração em geração (DAVISON et al., 2001). A transmissão transplacentária 

exógena ocorre quando a fêmea sofre a primo-infecção durante a gestação, através 

da ingestão de oocistos, o que culmina com a infecção do feto. Já a transmissão 

transplacentária endógena ocorre quando uma fêmea cronicamente infectada, 

possivelmente de forma congênita, sofre reativação dos cistos durante a gestação, 

ocasionando a reversão de bradizoítos em taquizoítos que atingem o feto (MILLER 

et al., 2002). 

 

1.4 Resposta imune 

 

Existem vários fatores não esclarecidos acerca da resposta imune induzida 

frente à infecção por N. caninum, porém mecanismos de reconhecimento e estímulo 

de hospedeiros infectados por outros apicomplexas intimamente relacionados, como 

T. gondii, podem elucidar a interação parasito hospedeiro na neosporose. 

Em uma primo infecção o mecanismo de defesa frente o neospora requer 

uma resposta imune inata e adaptativa, envolvendo altos níveis de interleucina 12 e 

INF-γ e uma razão aumentada de IgG2:IgG1, indicando uma predominância da 

resposta Th1 (ALMERIA et al., 2012; ELLIS et al., 2010; OROZCO et al., 2013). 

Macrófagos ativados via INF-γ produzem espécies ativas de oxigênio, tal como óxido 

nítrico que auxilia no controle da fase aguda da infecção (BOYSEN et al., 2006; 

STASKA et al., 2003; WILLIANS et al., 2006). Esses fatores provavelmente são 

responsáveis por induzir a diferenciação de taquizoítos em bradizoítos, levando à 

formação de cistos teciduais (WILLIAMS et al., 2009). Esta conversão desempenha 

um papel fundamental no estabelecimento da fase crônica da infecção (LYONS et 

al., 2002).  

O papel crucial do INF-γ e da IL 12 foi confirmado em experimentos nos quais 

camundongos tratados com anticorpos anti-INF-γ e anti-IL12 foram infectados por N. 

caninum, e apresentaram maior sucetibilidade ao parasito (KHAN et al., 1997). Além 

disso, animais deficientes para estas citocinas apresentaram elevadas cargas 

parasitárias devido à multiplicação exacerbada de taquizoítos em diversos órgãos 

resultando em altas taxas de mortalidade. A importância das células T foi confirmada 

experimentalmente, quando camundongos atímicos infectados por N. caninum 

apresentaram 100% de mortalidade (SHIBAHARA et al., 1999).  
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Anticorpos resultantes da infecção desempenham um papel auxiliar em 

infecções posteriores participando da neutralização e destruição de taquizoítos 

extracelulares (INNES et al., 2002). Estudos sugerem que a imunidade protetora 

pode ser alcançada devido a uma infecção anterior, e pode ser mantida, através de 

mecanismos não elucidados, pois animais com evidências de exposição prévias tem 

menor probabilidade de aborto do que animais com infecção primária (MCALLISTER 

et al., 2000). 

Os bovinos, de forma geral, apresentam soroconversão rápida, com altos 

títulos de anticorpos IgG2 e tendem a manter esses títulos durante um longo período 

(ANDREOTTI et al., 2010; DIJKSTRA et al., 2003). 

 

1.5 Gene NcSRS2 (proteína Ncp-43) 

 

 A identificação de diferenças gênicas entre T. gondii e N. caninum, possibilita 

a distinção entre essas duas espécies, e contribui na compreensão de suas sutis 

diferenças fenotípicas (HEMPHILL, 1999). Dentre as sequências gênicas descritas 

até o momento a maioria codifica antígenos que encontram-se na superfície do 

parasito, como NcSRS2 que codifica o antígeno de membrana Ncp-43, e apresenta 

44% de homologia com TgSRS2 em T. gondii (HOWE et al., 1998), no entanto 

ensaios imunológicos que utilizam esta proteína como alvo não apresentam reações 

cruzadas com T. gondii (BORSUK et al., 2011; DONG et al., 2012). 

 Estudos in vitro demonstram que o bloqueio desta proteína limita a 

capacidade de adesão e penetração de células hospedeiras pelo parasito 

salientando a importância desta proteína nestes processos (DUBEY et al., 2011b; 

LEKUTIS et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2002).  Além disso, estudos in vivo 

também demonstraram que a proteína rNcp-43 tem efeitos protetores contra a 

encefalite e a transmissão transplacentária (NISHIKAWA et al., 2002), enquanto 

vacinas que utilizam antígenos totais do parasito demonstram eficácia abaixo de 

25% (WESTON et al., 2012). Estes resultados corroboram com  estudos onde a 

proteína Ncp-43 foi capaz de gerar uma forte resposta imune em animais infectados, 

sendo portanto, um candidato interessante para diagnóstico e antígeno da vacinal 

(JUNG et al., 2004).  
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1.6 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da neosporose pode ser realizado na identificação de lesões 

microscópicas compatíveis com a patologia, e ensaios que identificam a presença do 

parasito nos tecidos, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e a imuno-

histoquímica utilizando soros hiperimunes contra o antígeno bruto (DUBEY et al., 

2011b). A confirmação da neosporose como causa do aborto não deve ser baseada 

somente no método sorológico (PEREIRA-BUENO et al., 2003; SAGER et al., 2001). 

O resultado sorológico positivo em um animal com histórico de aborto indica 

somente que ocorreu exposição do animal ao parasito, sendo necessário 

demonstrar o protozoário no feto e, se possível, incluir os dados histopatológico para 

confirmar o diagnóstico (PEREIRA-BUENO et al., 2003), tais como: encefalite 

multifocal não supurativa, necrose focal do miocárdio, miocardite não supurativa, 

com posterior identificação do agente por imunoistoquímica (DUBEY et al., 2006a; 

PESCADOR et al., 2007). Se o exame do soro materno, fluídos corporais fetais ou 

tecidos fetais for positivo para N. caninum, o aborto pode estar associado à 

neosporose, porém é importante relacionar outras causas potenciais e/ou a 

detecção direta do parasito em lesões cerebrais e cardíacas (DUBEY et al., 2006b). 

No entanto ensaios sorológicos são essenciais em levantamentos epidemiológicos. 

Dentre os testes que detectam anticorpos, a imunofluorescência indireta (IFI) é 

considerada o teste de referência (DUBEY et al., 1988). 

 Outros formatos de testes foram descritos para identificar anticorpos 

específicos, tais como o ensaio imunoenzimático (ELISA) (AHN et al., 2003; BYREN 

et al., 2012) e teste de aglutinação (Neospora Agglutination Test) (ROMAND et al., 

1998). Porém, os ensaios de ELISA desenvolvidos apresentaram menor 

especificidade quando comparados a IFI, por se basearem na utilização de 

antígenos solúveis totais do parasito, incluindo antígenos intracelulares, enquanto a 

IFI utiliza taquizoítos fixados intactos, prevalecendo os antígenos de superfície do 

parasito (BJORKMAN et al., 1999). 

Ensaios que utilizam antígenos espécie-especificos de N. caninum 

apresentam maior sensibilidade e especificidade quando comparados à técnica 

padrão (BORSUK et al., 2011; DONG et al., 2012; MORAVEJI et al., 2012; SELAHI 

et al., 2013). Anticorpos policlonais e monoclonais contra antígenos nativos 

específicos de N. caninum foram desenvolvidos com o objetivo de aperfeiçoar o 



16 
 

 

diagnóstico (LATIF et al., 2008; UCHIDA et al., 2013). Recentemente foi relatado um 

painel de anticorpos monoclonais (mAbs) contra proteínas nativas de N. caninum, 

onde os mAbs gerados reconheceram uma variedade de proteínas presentes em 

micronemas, roptrias, grânulos densos, mitocôndrias, apicoplasto, complexo 

membrana interna, e superfície do parasito (SOHN et al., 2011). 

A obtenção da proteína nativa é laboriosa devido à necessidade de grande 

quantidade de taquizoítos obtidos através de cultivo celular, portanto antígenos 

recombinantes são uma alternativa importante, devido a possiblidade de produção 

em quantidades significativas, facilitando a geração de insumos e padronização de 

ensaios sorológicos (DUBEY et al., 2006b). Recentemente, um ELISA indireto para o 

diagnóstico da neosporose foi relatado utilizando a proteína recombinante Ncp-43 

(BORSUK et al., 2011) e anticorpos policlonais monoespecíficos desenvolvidos 

contra este antígeno apresentaram potencial para detecção do parasito (DE SÁ et 

al., 2013). 



 
 

 

 

 

2 Justificativa 

  

Devido à utilização de lisados do parasito ou taquizoítos inteiros o diagnóstico 

da neosporse é considerado laborioso, demorado ou inespecífico. Portanto faz-se 

necessário o desenvolvimento de novos ensaios diagnósticos utilizando antígenos 

específicos e/ou insumos produzidos a partir destes antígenos, com a finalidade de 

melhorar a sensibilidade e especificidade do diagnóstico da neosporose. 

 



 
 

 

 

 

3 Objetivo 

 

Produzir e avaliar anticorpos policlonais (pAb) contra a proteína recombinante 

Ncp-43 de N. caninum, e análise de seu potencial para diagnóstico da neosporose. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

- Expressar e purificar a proteína Ncp-43 em Escherichia coli; 

- Avaliar a reação de rNcp-43 com anticorpos presentes em soros de animais 

naturalmente infectados com N. caninum; 

- Produzir anticorpos policlonais (pAbs) contra o antígeno de membrana Ncp-43; 

- Avaliar a reação do pAb gerado com as proteínas recombinante e nativa através 

das técnicas de  ELISA, dot blot e imunofluorescência; 

- Conjugar o pAb produzido com Isotiocianato de fluoresceína (FITC) e peroxidase 

(HRP); 

- Avaliar o potencial diagnóstico dos pAbs obtidos. 

 



 
 

 

 

 

4 Artigo 

 

 

 

 

 

 

POTENCIAL DIAGNÓSTICO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-rNcp-43 

PARA DETECÇÃO DE Neospora caninum 

 

(Formatado nas normas do periódico Current Microbiology) 

(Manuscrito publicado em 2013) 
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RESUMO 

Neosporose é a doença causada pelo parasito apicomplexa Neospora caninum, o 

qual é intimamente relacionado a Toxoplasma gondii. A infecção por N. caninum 

representa uma importante causa de falha reprodutiva em ovinos, caprinos, equinos 

e bovinos ao redor do mundo. O diagnóstico da neosporose é baseado na detecção 

de anticorpos específicos contra o patógeno em soros, ou a presença de cistos 

teciduais em animais. No entanto, as semelhanças morfológicas e a possível 

reatividade sorológica cruzada entre N. caninum e T. gondii pode resultar no 

diagnóstico errôneo. Neste estudo, a proteína de superfície Ncp-43 de taquizoítos de 

N. caninum, foi expressa de forma recombinante em Escherichia coli e utilizada para 

produção de anticorpos policlonais (pAb). O pAb foi purificado e conjugado a 

peroxidase (HRP) e isotiocianato de fluoresceína (FITC) para detectar as proteínas 

recombinantes e nativas Ncp-43, respectivamente. pAb e pAb/HRP foram capazes 

de reconhecer rNcp-43, o que foi avaliado pelas técnicas de Dot blot e ELISA 

enquanto pAb/FITC se mostrou eficiente na imunomarcação do complexo apical de 

taquizoítos.  Um ensaio imunoenzimático de bloqueio (b-ELISA) foi realizado para 

avaliar a performance do pAb/HRP como ferramenta de diagnóstico. A porcentagem 

de inibição média para as amostras de pool de soros positivos e o pool de negativos 

de bovinos com neosporose foi significativamente diferente (P <0,0001). Estes 

resultados sugerem que o pAb pode ligar-se aos mesmos epítopos da Ncp-43 que 

os anticorpos anti-N. caninum de amostras positivas testadas. O b-ELISA utilizando 

o pAb/HRP representa uma opção interessante aos testes de diagnóstico 

disponíveis para a neosporose, uma vez que menos passos estão envolvidos na sua 

realização e seu formato evita a reatividade cruzada com anticorpos anti-espécie 

específicos. Em resumo, este trabalho descreve a produção de anticorpos contra N. 

caninum, e avalia o potencial dessas ferramentas para o desenvolvimento de novos 

testes diagnósticos para neosporose.  

 

Palavras chaves: Neospora caninum, neosporose, ELISA, Ncp-43, diagnóstico. 
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COMUNICAÇÃO BREVE 

Neosporose é uma doença causada pelo parasito apicomplexa Neospora 

caninum, o qual é morfologicamente relacionado a Toxoplasma gondii [10]. A 

infecção por N. caninum causa desordens neuromusculares em cães e falha 

reprodutiva em ovinos, caprinos, equinos e bovinos, resultando em perdas 

econômicas ao redor do mundo [22,11]. O diagnóstico da neosporose é 

normalmente baseado em exame histopatológico e imunohistoquímica para 

identificação do parasito em tecidos ou através da análise sorológica [3]. No entanto, 

a similaridade morfológica e a reatividade sorológica cruzada entre N. caninum e T. 

gondii pode resultar no diagnóstico errôneo da neosporose [20]. O teste de 

imunofluorescência indireta (IFI) foi primeiramente aplicado para o diagnóstico de 

neosporose em cães, e tem sido largamente utilizado como um teste padrão para 

análise sorológica [9]. Nos últimos anos, têm sido propostos métodos alternativos 

para aprimorar o diagnóstico da neosporose, tais como o teste de aglutinação de 

Neospora [7], o teste de aglutinação em látex [19] e ensaio imunoenzimático (ELISA) 

[11,7,9,21]. Apesar da variedade de estratégias, a maioria destes ensaios baseia-se 

na análise de lisados de parasitos ou taquizoítos inteiros fixados, razão pela qual 

são considerados demorados e laboriosos [12]. Assim, os antígenos individuais, tais 

como as proteínas de superfície do parasito, fornecem uma alternativa interessante 

para a detecção de anticorpos específicos em hospedeiros infectados ou para a 

produção de anticorpos policlonais monoespecíficos que podem ser utilizados como 

ferramentas para o desenvolvimento de testes mais específicos [27]. Entre estas 

proteínas, o domínio do gene NcSRS2 (proteína Ncp-43) tem sido avaliado como um 

importante antígeno de N. caninum para utilização em ensaios de diagnóstico [6]. 

Além disso, Ncp-43 é comum em ambas as fases de taquizoítos e bradizoítos, e foi 

capaz de detectar anticorpos específicos para o parasito no soro de bovinos [6, 23], 

ovinos [2], e caninos [4] naturalmente infectados. Este trabalho descreve a produção 

e avaliação de anticorpos policlonais (pAb) gerados contra a proteína recombinante 

Ncp-43 (rNcp-43), e análise de seu potencial para o diagnóstico da neosporose.  

Para a produção da proteína recombinante, o domínio antigênico do gene 

NcSRS2 (proteína rNcp-43), de dois terços da molécula, localizado na porção  C-

terminal, foi amplificado por PCR utilizando os primers F5’- CAC CAA AGA GTG 

GGT GAC TGG e R5’- AAG GGT CTT TGC ATC TCC TCT AAT CAC-3 ', clonado no 

vetor TOPO pET100/D (Invitrogen tech, Carlsbad, CA, EUA) e utilizado para 
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transformar Escherichia coli cepa BL21 Star. As células de E. coli na fase logarítmica 

(DO 600 nm = 0,6 - 0,8) foram tratadas com 0,75 - mM de isopropilα-D-tiogalactósido 

(IPTG), durante 3 h a 37°C para indução da expressão de fragmentos fundidos do 

gene NcSRS2. A proteína foi solubilizada em tampão contendo 0.2% de N-

lauroilsarcosine. A expressão da proteína rNcp-43 foi confirmada por SDS-PAGE a 

10%, e western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina (Sigma-Aldrich, 

EUA). A rNcp-43 foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando coluna 

Sepharose HisTrap carregada com íons N2+ metálicos imobilizados (IMAC), segundo 

instruções do  fabricante (GE Healthcare, EUA). A rNcp-43 purificada foi dialisada 

em PBS (contendo 0,1% de glicina, pH 8,0) durante cerca de 16 h a 4°C. As frações 

de rNcp-43 purificadas foram analisadas por SDS-PAGE a 12% em condições 

redutoras, e as concentrações finais foram determinadas através do Kit BCA (Protein 

Assay Kit, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, EUA) utilizando albumina de soro 

bovino como padrão. 

Dois coelhos da raça Nova Zelândia de 6 meses de idade, após um período 

de adaptação de 30 dias, foram imunizados com rNcp-43. Para cada coelho, cinco 

imunizações subcutâneas foram administradas na área escapular, alternando entre 

os lados direito e esquerdo. A primeira dose de imunógenos continha 100 µg de 

rNcp-43 e adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, EUA). As imunizações 

subsequentes foram realizadas nos dias 7, 14, 21, e 28 utilizando 100 µg de rNcp-43 

e adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EUA). Foi realizada coleta 

sanguínea antes de cada imunização, para determinar os títulos de anticorpos. Após 

a última imunização, foi realizado ELISA indireto para determinar o título de 

anticorpos anti-rNcp-43. O soro hiperimune obtido a partir desses animais foi 

purificado por cromatografia de afinidade utilizando coluna de proteína A-Sepharose 

CL-4B (GE Healthcare, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. A 

eficiência da purificação foi avaliada por SDS-PAGE a 10%, e a concentração final 

foi determinada por espectrofotometria a 280nm. Os animais utilizados neste estudo 

foram tratados de acordo com as orientações recomendadas pelo Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

A detecção de Ncp-43 em suas formas recombinante e nativa foi avaliada por 

ELISA, Dot blot e imunofluorescência direta e indireta (IF). Para os ensaios diretos, o 

pAb foi conjugado com horseradish peroxidase (pAb/HRP) ou isotiocianato de 

fluoresceína (pAb/FITC), de acordo com protocolos estabelecidos [15]. ELISA: 
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placas de poliestireno (Nunc Polysorp, Nalge Nunc International, Rochester, EUA) 

foram sensibilizadas com rNcp-43 (50ng/cavidade). As cavidades foram lavados e 

bloqueados com PBS contendo 5% de leite desnatado, e diluições seriadas (1:100 - 

1:512,000) de pAb ou pAb/HRP foram adicionadas as cavidades, seguido de 

incubação de 1 h a 37°C. Em paralelo, as cavidades controles sensibilizados apenas 

com pAb foram tratados com o anticorpo anti-coelho conjugado com HRP (Sigma-

Aldrich, EUA) durante 1 h a 37°C.  Após repetidas lavagens com PBS, foi adicionada 

as cavidades solução substrato (0,4 mg/ml de o-fenilenodiamina contendo 0,03% de 

H2O2 em tampão citrato 0,1M, pH 4,0). O produto da reação colorimétrica foi 

detectado a uma absorbância de 450nm utilizando um leitor de placas VICTOR X5 

Multilabel (PerkinElmer, EUA). Dot blot: membranas de nitrocelulose (GE Healthcare, 

UK) foram sensibilizadas com rNcp-43 (50 ng/gota) e incubados a 37ºC até secar. 

As membranas foram bloqueadas com PBS contendo 5% de leite desnatado, e 

incubadas com pAb (1:6.000) ou pAb/HRP (1:500) durante 1 h a 37°C. As 

membranas incubadas com pAb foram tratadas com o anticorpo anti-coelho 

conjugado a HRP durante 1 h a 37°C. Após três lavagens de 5 min com PBS-T 

(Tween 20 0,05%), foram incubadas em solução de substrato (6 mg de 

diaminobenzidina, 0,03% de H2O2, e sulfato de níquel a 0,03% em 50mM Tris-HCl, 

pH 8,0). O soro pré-imunizações e o soro hiperimune (após a última imunização) 

foram utilizados como controles. IF: o pAb e pAb/FITC foram avaliados com Ncp-43 

utilizando taquizoítos de N. caninum das cepas Nc-1 [9], Nc-Goiás [13], e Nc-Liv [5], 

gentilmente cedidas pela Débora Pereira Garcia e Andrea Caetano da Silva 

(Universidade Federal de Goiás). As cepas foram propagadas em células VERO [9], 

e, quando 80% das células demonstraram efeito citopático (com base na integridade 

celular, geralmente 3 – 4 dias após infecção), consequência da multiplicação dos 

taquizoítos de N. caninum, a monocamada celular foi removida por raspagem, 

lavada duas vezes com PBS, e centrifugada a 1000 × g durante 10 min. As células 

foram fixadas em lâminas (ICN Biomedicals Inc., EUA) durante 1 h a 37°C. As 

lâminas foram bloqueadas com PBS contendo 10% de soro fetal bovino, lavadas 

duas vezes com PBS, e incubadas com pAb ou pAb/FITC durante 1 h a 37°C. As 

lâminas revestidas apenas com pAb foram tratadas com o anticorpo anti-coelho 

conjugado com FITC (Sigma-Aldrich, EUA) durante 1 h a 37°C. As lâminas foram 

lavadas duas vezes com PBS e incubadas durante 1 h em câmara úmida, no escuro, 

a 37°C. Após lavagens com PBS, foi adicionado à lâmina o meio de montagem e a 
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imunomarcação foi visualizada por microscopia de fluorescência (Olympus BX 51), 

com um comprimento de onda de excitação de 450 nm. Soro normal e células de T. 

gondii foram utilizados como controles negativos.  

Para avaliar a aplicação de anticorpos anti-Ncp-43 (pAb e pAb/HRP) para o 

diagnóstico sorológico da neosporose, um ensaio imunoenzimático de bloqueio (b-

ELISA) foi desenvolvido. Para isso, placas de poliestireno foram sensibilizadas e 

bloqueadas como descrito acima. Treze amostras positivas e onze negativas de soro 

bovino não diluídas (Laboratório de Parasitologia - Universidade Federal de Pelotas, 

RS, Brasil), previamente testados por IF para neosporose, foram adicionados às 

placas e incubadas por 1 h a 37ºC. As cavidades foram lavados três vezes com PBS 

e incubadas com pAb (1:32,000) ou pAb/HRP (1:500) durante 1 h a 37°C. As 

cavidades incubados apenas com pAb foram tratados com o anticorpo anti-coelho 

conjugado com a peroxidase durante 1 h a 37°C. A mesma solução de substrato 

utilizada para o ELISA foi adicionada as cavidades para reação colorimétrica. As 

reações foram determinadas por adição de 2N H2SO4, e a densidade óptica (DO) 

medida a 492 nm em leitor de placas VICTOR X5 Multilabel. As concentrações dos 

reagentes utilizados nas várias etapas do ELISA (isto é, o anticorpo primário, pAb, 

ou pAb/HRP, e o antígeno para sensibilização) foram estabelecidas através da 

variação da concentração do reagente adicionado durante um determinado passo, 

enquanto se mantêm as condições para todas as outras etapas em uma constante, 

exceto para a etapa de reação colorimétrica. A porcentagem de inibição para cada 

diluição foi determinada comparando a média de cada uma das cavidades em 

duplicata com as médias das cavidades controles em duplicata, utilizando a seguinte 

fórmula: porcentagem de inibição = [1 – (DO da amostra – DO do tampão/DO do 

controle negativo – DO do tampão)] × 100 [26]. Esses experimentos foram 

realizados em triplicata. Todas as amostras foram previamente testadas por IFI de 

acordo com protocolos estabelecidos [24]. O teste T Student’s  foi utilizado para 

avaliar diferenças entre as médias.  

Neste estudo, foram produzidos pAbs contra um antígeno imunodominante 

(Ncp-43) de N. caninum, purificados e seu potencial como uma ferramenta em  

ensaios para imunodiagnóstico de neosporose foi avaliado. A produção de 

anticorpos em coelhos é um processo rápido e barato, além disso, a utilização de 

anticorpos policlonais contra um epítopo imunodominante tem vantagens sobre a 

utilização de anticorpos contra antígenos inteiros, em termos de sensibilidade e 
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especificidade [15]. Além disso, pAbs são capazes de reconhecer epítopos 

diferentes do mesmo antígeno, o que aumenta a probabilidade de detecção [15]. 

Portanto, títulos elevados de anticorpos contra rNcp-43 foram detectados através de 

ELISA indireto nos soros hiperimunes dos coelhos (1:52,000), b-ELISA (pAb, 

1:32,000; pAb/HRP, 1:500), e Dot blot (pAb, 1:6.000; pAB/HRP, 1:500), com uma 

atividade que persiste após conjugação HRP (Figura 1). 

Os ensaios de ELISA direto e IFI foram realizados para investigar a 

interação entre o pAb e a Ncp-43 nativa na superfície do parasito. Tanto o pAb 

(dados não mostrados) quanto o pAb/FITC (Figura 2) foram capazes de marcar o 

complexo apical de taquizoítos, enquanto nenhuma imunorreatividade foi observada 

quando utilizadas células de T. gondii (Figura 2A) ou soro normal de coelho (dados 

não mostrados).  

 Tendo em vista que não há nenhuma terapia ou vacina eficaz para 

neosporose, há uma necessidade urgente de melhorar as estratégias para controle 

desta doença. Embora métodos sorológicos tenham sido desenvolvidos para esta 

finalidade [1,11,14,16], a maioria destes ensaios tem limitações, incluindo baixa 

especificidade e sensibilidade [8], e alguns requerem o preparo de lisado de 

parasitos [3] ou taquizoítos fixos [9], tornando a preparação de antígenos trabalhosa 

e os ensaios dispendiosos. b-ELISA é um método eficaz para a detecção de 

anticorpos específicos contra o patógeno, e tem sido amplamente utilizado para 

monitorar doenças infecciosas em animais [17,25,18]. Este ensaio é superior ao 

ELISA indireto, uma vez que não necessita de anticorpos secundários específicos 

para as imunoglobulinas da espécie a ser testada, e tem a vantagem adicional de 

que soro contendo IgM pode ser testado com confiabilidade utilizando um único 

ensaio [25].  

Amostras de soro de animais infectados por Neospora foram utilizadas num 

ensaio b-ELISA, a fim de avaliar a capacidade destes anticorpos em bloquear o sítio 

de ligação de pAb anti-Ncp-43. A inibição percentual média diferiu significativamente 

entre as amostras positivas e negativas de soro testadas (P <0,0001, Figura 3). 

Estes resultados sugerem que o pAb obtido neste estudo, pode ligar-se aos mesmos 

epítopos de Ncp-43 de anti-N. caninum que anticorpos das espécies testadas. O b-

ELISA utilizando um pAb HRP-conjugado representa uma opção interessante aos 

testes de diagnóstico disponíveis para neosporose, uma vez que menos passos 

estão envolvidos na sua realização e seu formato evita reatividade cruzada com 
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anticorpos secundários. Em conclusão, o anti-rNcp-43 pAb pode ser útil no 

desenvolvimento de diferentes tipos de testes para o diagnóstico da neosporose em 

animais. 
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Fig. 1 Ensaio de Dot blot utilizando pAb ou pAb conjugado a HRP para detecção de 

rNcp-43 imobilizada em membrana de nitrocelulose. A pAb (1:6.000). B pAb/HRP 

(1:500). C Controle negativo (pool de soros antes das imunizações). D Controle 

positivo (pool de soros hiperimunes). 
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Fig. 2 Detecção do complexo apical de taquizoítos de N. caninum por 

imunofluorescência direta. Os taquizoítos foram fixados em lâminas de microscopia 

e tratadas com pAb contra rNcp-43 conjugado a FITC(setas). A Células de T. gondii 

foram utilizadas como antígenos para controle negativo. B - D Cepa Nc-1. E - G 

Cepa Nc-Goiás. H - J Cepa Nc-Liv. A visualização foi realizada em microscópio de 

fluorescência Olympus BX51 com objetiva de 100x. Escala 10 μm. 
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Fig. 3 ELISA de bloqueio utilizando pAb/HRP para detecção de anticorpos em soros 

de animais infectados por N. caninum. Pool de amostras positivas (a) e negativas (b) 

de bovinos foram utilizadas como fontes de anticorpos bloqueadores. As diferenças 

entre médias foram estatisticamente significativas (* P\ 0,0001)  

 

 



 
 

 

 

 

5 Conclusões 

 

- A proteína rNcp-43 é capaz de gerar um anticorpo policlonal monoespecífico que 

reconhece a proteína nativa em taquizoítos, e sugere que este anticorpo pode ligar-

se aos mesmos epítopos presentes no parasito N. caninum.  

- É possível a utilização deste anticorpo, quando conjugado a FITC, em ensaios de 

detecção direta e específica do parasito.  

- O b-ELISA utilizando o pAb/HRP representa uma opção interessante aos testes de 

diagnóstico disponíveis para a neosporose, uma vez que menos passos estão 

envolvidos na sua realização e seu formato evita a reatividade cruzada com 

anticorpos anti-espécie específicos. 
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