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1 INTRODUÇÃO 
 

Neosporose é a doença causada pela infecção do parasito Neospora 
caninum. Tal parasito é responsável por complicações neurológicas em cães e 
abortos em bovinos, acarretando uma perda de milhões de dólares à produção de 
carne e leite anualmente.  A vacina comercialmente disponível contra neosporose é 
produzida com taquizoítos atenuados, tendo alto custo de produção e efetividade 
moderada.  O objetivo deste trabalho foi produzir, de forma recombinante, uma 
vacina alternativa à convencional, expressando em Escherichia coli as proteínas 
LTB, NcSRS2 e LTB/NcSRS2.  
 
2 METODOLOGIA (MATERIAL E MÉTODOS) 

 
O gene srs2 foi amplificado por PCR (Fig. 1), a partir do vetor recombinante  

pET201D-TOPO-ncsrs2.  O plasmídeo pAE foi utilizado tanto para clonagem quanto 
para expressão das construções.  O vetor recombinante pAE/LTB foi gentilmente 
cedido pelo laboratório de vacinologia do CDTec.  Foram feitas duas construções: 
pAE/ncsrs2 e pAE/LTB+ncsrs2. Uma vez obtidos, os vetores recombinantes foram 
utilizados para transformar, por meio de choque térmico, Escherichia coli  BL21 Ril. 
A expressão foi induzida com IPTG 0,3 mM por 3 horas, a 37°C. As proteínas 
recombinantes (rLTB, rNcSRS2 e rLTB+NcSRS2) foram purificadas por 
cromatografia de afinidade. Western blot foi uilizado para confirmar a expressão, 
bem como para avaliar a integridade dos epítopos tanto de rNcSRS2 quanto de 
rLTB+NcSRS2. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As subclonagens foram confirmadas por análises de eletroforese em gel de 
agarose (Fig. 2). A expressão das três construções gênicas foi confirmada por 
Western blot utilizando anti-histidina (Fig. 3), uma vez que todas as proteínas 
recombinantes produzidas recebem uma cauda de histidina  como característica  
intrínseca do vetor pAE. A integridade dos epítopos de rNcSRS2 e rLBT+NcSRS2 foi 
confirmada por  Western blot utilizando soro bovino positivo para neosporose (Fig. 
4). Uma vez confirmado o reconhecimento das proteínas recombinantes por 
anticorpos de animais soro positivos, pode-se aferir que tais proteínas não perderam 
suas características imunogênicas e podem ser utilizadas na vacinação.  A produção 
das três proteínas recombinantes permite futuros testes que avaliem se a presença 
do adjuvante LTB fusionado ou não a NcSRS2 pode melhorar a resposta imune 
induzida pelo antígeno de  N. caninum. 



 
 

                                              
Figura 1: Eletroforese em gel de agarose do 
PCR de ncsrs2, corado em brometo de etídeo. 
Coluna 1: Marcador 1kb plus (Invitrogen); 2, 3, 
4 e 5: PCR utilizando 100 ng de pET201D-
TOPO-ncsrs2 como template; 6: PCR usando 
água milli-Q como template (controle 
negativo). 
 

 
Figura 2: Eletroforese em gel de agarose de 
extração de plasmídeos, corado em brometo 
de etídeo. Coluna 1: Marcador 1kb plus 
(Invitrogen); 2: pAE; 3: pAE/LTB; 4: 
pAE/ncsrs2; 5: pAE/LTB+ncsrs2. 
 
 

 
 

Figura 3: Western blot utilizando anti-histidina. Coluna 1: Precision Plus Protein (BIO-RAD); 2: LTB; 
3: NcSRS2; 4 e 5: LTB/NcSRS2.
 



 
 

 
Figura 4: Western blot utilizando soro bovino positivo para neosporose. Coluna 1: Precision Plus 
Protein (BIO-RAD); 2: LTB; 3: NcSRS2; 4 e 5: LTB/NcSRS2.  

 
4 CONCLUSÃO 

 
A partir dos resultados obtidos, foi possível concluir que as subclonagens 

foram bem sucedidas originando vetores recombinantes com valor agregado para 
futuros passos nessa pesquisa. A utilização de Escherichia coli BL21 Ril foi de 
fundamental importância e demonstrou a viabilidade de  produção de tal vacina em 
plataforma procariota de expressão. As proteínas recombinantes foram produzidas e 
purificadas com sucesso e serão utilizadas para imunizar camundongos, visando 
avaliar a proteção conferida pela vacina frente a um desafio. 
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