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RESUMO 

O protozoário parasito Neospora caninum tem sido associado a abortos em bovinos desde 

o início da década de 90, onde a infecção gera grandes impactos econômicos na pecuária. 

TNF-α é uma citocina pró-inflamatória produzida rapidamente durante a fase aguda da 

infecção, desenvolvendo um importante papel na resposta imune contra vários patógenos. 

Devido à importância desta citocina durante o processo de infecção agudo, este trabalho 

objetivou verificar o papel de TNF- durante a infecção por N. caninum. Para esta 

finalidade, foi analisado a resposta imune celular e humoral usando camundongos 

C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes para o receptor 1 de TNF 

(TNFR1-/-), infectados com taquizoítos de N. caninum cepa Nc-1. Foram encontrados um 

aumento na susceptibilidade de camundongos TNFR1-/- durante a infecção, evidenciado 

por uma alta mortalidade e aumento na carga parasitária, um mecanismo independente de 

IL-12 e IFN-γ. Foi observado também que a ação de TNF- é importante para regular a 

produção de subclasses de IgG. Camundongos TNFR1-/- apresentaram um aumento de 

concentração sérica da subclasse IgG2a, e uma diminuição na produção de IgG1. A partir 

destas informação, conclui-se que TNF-α apresenta um importante papel na resistência 

do hospedeiro bem como na produção de subclasses de IgG contra a infecção pelo 

protozoário N. caninum.  

  

Palavras chave: Neospora caninum, TNFR1-/-, citocinas. 

 



     

 

 

 

ABSTRACT 

 

The protozoan parasite Neospora caninum has been associated to abortions in cattle since 

the early 1990’s, and the infection leads to major economic impact to the segment. TNF-

α is a proinflammatory cytokine produced quickly during the acute phase of infection, 

playing an important role in the immune response against various pathogens. Given the 

importance of this cytokine during acute infectious processes, we here aimed to verify the 

role of TNF-α during N. caninum infection. Therefore, we analyzed the cellular and 

humoral immune response using C57BL/6 wild type (WT) and genetically deficient mice 

in receptor 1 of TNF (TNFR1-/-), infected with N. caninum tachyzoites of the Nc-1 strain. 

We found an increase in susceptibility of TNFR1-/- mice, evidenced by higher mortality 

and increased parasite burden, in an IL-12 and IFN- independent mechanism. We also 

observed that TNF- is required for regular IgG subclass production. TNFR1-/- mice 

presented enhanced serum concentration of IgG2a subclass, while IgG1 production was 

hampered, if compared to WT mice. Gathering this information, we conclude that TNF-

α presents an important role in host resistance and IgG subclass production against 

infection by the protozoan N. caninum.  

 

Keywords: Neospora caninum, TNFR1-/-, cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Parasito 

 

O protozoário Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatório 

pertencente ao filo Apicomplexa, classe Coccidia, família Sarcocystidae, sendo 

reconhecido em 1984 na Noruega, infectando cães domésticos com distúrbios 

neurológicos e doenças musculares resultando em paralisia em filhotes e morte precoce 

(BJERKAS, MOHN, PRESTUHUS, 1984), contudo foi formalmente descrito em 1988 

por Dubey e colaboradores.  

Visto a semelhança morfológica e o desenvolvimento parasitário, N. caninum foi 

classificado erroneamente até 1988 como pertencente ao gênero Toxoplasma. Entretanto 

algumas características como morfologia de cistos teciduais, reatividade sorológica, 

testes imunohistoquímicos negativos para T. gondii, forma de interação com hospedeiros, 

ciclo de vida dentre outras características serviram para distinguir ambas as espécies 

(BJERKAS e DUBEY, 1991; DUBEY et al., 1988; HEMPHILL, VONLAUFEN, 

NAGULESWARAN, 2006; INNES e MATTSSON, 2007). 

 

1.2 Hospedeiros  

 

Infecções por N. caninum detém importância em cães e bovinos, contudo, há 

relatos da presença do parasito em infecções naturais por meio da detecção de anticorpos 

e isolamento parasitário em carneiros, cabras, cavalos, búfalos, raposas, coiotes, lobos, 

veados, alpacas, camelos e galinhas (DUBEY, 2003; GONDIM, 2006; COSTA et al., 

2008; MINEO et al., 2011; ROSSI et al.,2011). Enquanto que infecções experimentais 
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têm sido realizadas com êxito em bovinos, carneiros, cabras, porcos, cães, gatos, 

camundongos, macacos e pombos (DUBEY, 2002; MINEO et al., 2009).  

Outros possíveis hospedeiros intermediários de N. caninum são os humanos, 

levantando a questão sobre o seu potencial zoonótico. Embora não haja relatos 

comprovados sobre a infecção por N. caninum em humanos (GRAHAM et al., 1999; 

PETERSEN et al., 1999), evidências sorológicas de exposição ao parasito foram 

demonstradas em diferentes populações (NAM; KANG; CHOI, 1998; TRANAS et al., 

1999; LOBATO et al., 2006; McCANN et al, 2008).  

 

1.3 Ciclo de vida 

 

N. caninum é caracterizado por apresentar ciclo de vida heteroxênico, ou seja, o 

parasito alterna seu ciclo biológico entre hospedeiros definitivos e intermediários, nos 

quais ocorrem as fases sexuada e assexuada, respectivamente (Figura 1). Assim como já 

descrito para T. gondii, N. caninum é capaz de invadir uma grande variedade de células 

hospedeiras. O ciclo vital sexuado ocorre apenas em espécies de canídeos (cão, coiote, 

dingo australiano), já o ciclo assexuado ocorre tanto em canídeos como em outros 

mamíferos como gatos, porcos cavalos, carneiros, búfalos, coiotes, raposas, lobos, além 

de espécies de aves sendo que o parasito pode ser transmitido ao hospedeiro de forma 

horizontal e/ou vertical (THILSTED e DUBEY, 1989; GONDIM et al., 2004, MINEO, 

et al., 2009; MINEO et al.,2011; SYED-HUSSAIN et al., 2015). 

O ciclo supracitado é composto por três formas evolutivas: taquizoítos, 

bradizoítos no interior de cistos teciduais e esporozoítos no interior de oocistos. A fase 

sexuada inicia-se mediante o contato de canídeos com o parasito, por meio da ingestão de 

cistos teciduais que formam oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro e disseminados 
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no ambiente. Já a fase assexuada inicia com a ingestão de oocistos, pelos hospedeiros 

intermediários (McALLISTER et al., 1998; GOODSWEN et al., 2013). Os taquizoítos 

são responsáveis pela manifestação clínica da doença conhecida como fase aguda, tal 

estágio tem como característica parasitos intracelulares obrigatórios que invadem e 

infectam diferentes tipos de células como macrófagos, células neurais, fibroblastos, 

endotélio vascular, células musculares e hepatócitos (BARR et al., 1993; DUBEY et 

al.,2002) proliferando rapidamente. Como forma de adaptação frente aos mecanismos de 

defesa do hospedeiro, N. caninum consegue realizar conversão da forma taquizoíto para 

bradizoíto (SOUZA et al., 2010; EASTICK e ELSHEIKA, 2010; GOODSWEN et al., 

2013).  

Bradizoítos formam cistos teciduais e representam formas de latência do parasito 

que podem persistir por toda vida em um indivíduo sem causar qualquer sinal clínico, 

podendo ser mais comumente encontrados em tecidos neurais e musculares (DUBEY et 

al., 1990; GOODSWEN et al., 2013). Já os esporozoítos estão presentes no interior de 

oocistos podendo ser encontrados em águas e alimentos contaminados, tornando-se 

infectantes no ambiente por meio de esporulação. Quando ingeridos por hospedeiros 

intermediários são liberados no aparelho digestivo infectando células intestinais, 

fibroblastos e leucócitos liberando taquizoítos que disseminam por todo o organismo 

(INNES, 2007; MONNEY E HEMPHILL, 2014). 

A transmissão vertical ocorre por infecção transplacentária de alta eficiência entre 

mãe e feto (SCHARES et al., 1998; HIETALA e THURMOND, 1999). Este tipo de 

transmissão podem ser divididos em duas diferentes vias designadas transmissão 

transplacentária exógena ou endógena. A transmissão exógena ocorre quando vacas 

prenhas adquirem a infecção após a ingestão de alimentos contaminados com oocistos 

infectando subsequentemente tecidos fetais. A transmissão endógena ocorre devido a 
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recrudescência pela reativação e reconversão de bradizoítos em taquizoítos durante a 

prenhes e subsequente infecção fetal (TREES e WILLIAMS, 2005).  

 

 

Figura 1: Ciclo Biológico de N. caninum (adaptado de Goodswen e colaboradores 

(2013) 

 

1.4 Patogênese e Patologia 

 

A patogênese da neoporose está associada com a invasão e proliferação 

intracelular de taquizoítos de N. caninum, causando inflamação tecidual (BUXTON, 

McALLISTER, DUBEY, 2002). Tais lesões são severas o suficiente para causar abortos 

em hospedeiros infectados. Além disso, há evidências de que a infecção pelo parasito 

desencadeie a liberação de citocinas pró-inflamatórias e uma resposta do tipo Th1 na 
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interface materno-fetal, que pode ser prejudicial para gestação (WILLIAMS et al., 2000; 

INNES et al., 2005). Ocorrem também danos à placenta materna, ocasionados por 

taquizoítos devido a interrupção do fornecimento de nutrientes (DUBEY et al., 1992). 

Esta invasão do parasito nas células hospedeiras conta com a participação de um 

complexo apical composto por organelas secretoras como roptrias, micronemas e 

grânulos densos (DUBEY et al., 2002). 

N. caninum tem sido isolado de uma variedade de espécies de hospedeiros como 

cachorros, vacas, carneiros, cabras dentre outros (PÉRES-ZABALLOS et al., 2005; AL-

QASSAB, REICHEL, ELLIS et al., 2010). A partir destes isolados foram identificados 

diferentes cepas apresentando virulência e patogenicidade variável durante a infecção 

pelo parasito (COLLANTES-FERNÁNDEZ et al. 2006; REGIDOR-CERRILO et al., 

2010).  

Em cães domésticos, hospedeiros definitivos (GONDIM et al., 2004), a infecção 

por N. caninum pode causar poliradiculoneurite, encefalite, polimiosite e paralisias, sendo 

a paralisia dos membros posteriores o sinal mais consistente da neosporose neonatal 

(DUBEY e SCHARES, 2011).  

Bovinos podem ser infectados através da ingestão oral de oocistos contendo 

esporozoítos, denominada transmissão horizontal, ou pela via transplacentária como um 

resultado da infecção por oocistos ou por recrudescência da infecção crônica em vacas 

prenhes (HALL, REICHEL, ELLIS 2005). Os efeitos prejudiciais da neoporose podem 

se manter presentes por meses ou anos em um rebanho A infecção em vacas prenhes pode 

afetar feto e útero, causar abortos e nascimento de bezerros natimortos, além de bezerros 

recém-nascidos com sinais clínicos ou saudáveis, mas cronicamente infectados (DUBEY, 

BUXTON, WOUDA, 2006; DUBEY e SCHARES, 2011). A prevalência de N. caninum 

em bovinos está diretamente ligada a infecção em cachorros, devido ao fato desses 
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animais serem muitas vezes utilizados como ferramentas na criação de gado (DUBEY, 

1999). 

Apesar de N. caninum não causar doenças clínicas em animais imunocompetentes, 

esporozoítos liberados infectam tecidos intestinais, atravessam o epitélio, atingem os 

vasos sanguíneos e linfáticos e infectam outras células como macrófagos e linfócitos 

(HEMPHILL et al., 2013). Estudos in vitro utilizando cultura de células intestinais 

provenientes de cães demonstrou que taquizoítos e bradizoítos de N. caninum são capazes 

de infectar e proliferar nestas células (HEMPHILL et al., 2009). As células infectadas 

podem transportar estes patógenos intracelulares dos locais de infecção primária 

facilitando a propagação do parasito no hospedeiro (MINEO et al., 2010).   

Uma das importâncias clínicas consequentes da infecção por N. caninum são os 

danos causados no sistema nervoso central (SNC) onde este parasito encontra-se 

encistado, sendo o cérebro o órgão mais comumente afetado (DUBEY et al., 2004; 

ELSHEIKHA et al., 2013) 

 

1.5 Resposta imune  

 

A infecção por N. caninum é controlada tanto pela resposta imune inata quanto 

pela adaptativa. Embora a resposta imune humoral participe diretamente na neutralização 

e destruição de taquizoítos extracelulares, auxiliando no controle da disseminação da 

infecção, há poucos relatos sobre a participação desse tipo de resposta, havendo maiores 

informações sobre a resposta imune celular contra N. caninum (HEGAB e AL-

MUTAWA, 2003; GIGLEY, et al., 2009).  

Para que uma infecção seja bem sucedida o parasito deve transpor barreiras 

físicas, como as espessas junções intercelulares da mucosa intestinal que podem 
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minimizar a invasão parasitaria pela via oral e infectar células intestinais ativando a 

resposta imune do hospedeiro.  

A resposta imune contra N. caninum é conhecida por ser predominantemente do 

tipo Th1, com produção de IFN-γ por células TCD4+ e TCD8+, adicionalmente é visto 

que células da imunidade inata como as células natural killer (NK) e NKT também 

exercem diferentes papeis na imunidade protetora. O rápido recrutamento de macrófagos 

e células dendríticas para o sítio da infecção melhora potencialmente a resposta imune 

contra N. caninum (DION et al., 2011; ABEA et al., 2014, MONNEY e HEMPHILL 

2014). A produção de IFN-γ na resposta imune é dependente de IL-12 produzida por 

células apresentadoras de antígenos (APCs), onde na ausência desta citocina pela 

inativação de macrófagos peritoneais, durante a infecção aguda por N. caninum, 

camundongos apresentam maior mortalidade (NISHIKAWA et al., 2001). A ação 

eficiente da resposta adaptativa via Th1 contra N. caninum está ligada a ativação de 

células presentes na resposta imune inata por meio de receptores TLR2 (Toll like receptor 

2) dependente da molécula adaptadora MyD88 (MINEO et al., 2010), sendo MyD88 

caracterizada como uma proteína importante na resistência contra a fase aguda da 

infecção (MINEO et al., 2009).  

Na fase aguda da infecção ocorre então a produção de interleucina IL-12 secretada 

por células dendríticas e macrófagos, responsável pela diferenciação de células TCD4+ 

para a subpopulação Th1, importante em infecções intracelulares. Além disso, tal citocina 

estimula a produção de IFN-γ por células NK e linfócitos T, sendo assim um mecanismo 

de grande importância para a sobrevivência do hospedeiro (MINEO et al., 2009). Células 

TCD8+ também são ativadas pela secreção de IL-12 e contribuem significativamente para 

controlar a infecção aguda, uma vez que produzem IFN-γ, levando à ativação de 

macrófagos. Células infectadas são destruídas por células T CD8+, liberando taquizoítos 
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que ficam acessíveis a vários mecanismos imunológicos, como anticorpos, complemento, 

macrófagos ativados e células NK (ALIBERTI, 2005; MINEO et al., 2009; MUNOZ, 

LIESENFELD e HEIMESAAT, 2011; HEMPHILL et al. 2013). 

Outras citocinas tais como TNF-α, IL-10 e TGF-β apresentam importância no 

controle da proliferação do parasito in vitro (JESUS et al. 2013). A atuação de citocinas 

do tipo Th-2 também são importantes durante a resposta imune contra N. caninum, 

apresentando efeitos inibitórios sobre a atividade de macrófagos bem como a produção 

de IFN-γ e IL-12 por células apresentadoras de antígenos (MURRAY e WYNN, 2011). 

O balanço na produção de citocinas do tipo Th1/Th2 exerce papel crucial na resposta 

imune celular contra a infecção parasitaria, levando à homeostasia. Alguns tipos celulares 

são importantes para sustentar este balanço Th1/Th2 como linfócitos TCD4+ e TCD8+, 

células Tγδ, macrófagos, células dendríticas e neutrófilos (NISHIKAWA et al., 2003). 

Em bovinos tem sido mostrado que citocinas são importantes na modulação da 

resposta imune na interface materno-fetal (ROSBOTTOM et al., 2007; ALMERÍA et al., 

2011; ROSBOTTOM et al., 2011), na qual a resposta do tipo Th1 associada com a 

infecção pode afetar a gestação e culminar no aborto ou reabsorção fetal, enquanto que a 

resposta do tipo Th2 pode promover proteção através da produção de IL-4 e IL-10 

(QUINN et al., 2004; REGIDOR-CERRILLO et al., 2014). A sobrevivência do feto está 

relacionada a sua competência imunológica, ao momento da infecção bem como a 

virulência da cepa infectante (DUBEY, BUXTON, WOUDA, 2006; WILLIAMS et 

al.,2009). 

A resposta imune humoral também desempenha um papel importante frente à 

infecção por N. caninum. Diferentes citocinas estão ligada as trocas de classes de 

anticorpos através da ativação de células B. Como consequência, as células B ativadas 

expressam IgM e IgD, levando a produção de outros tipos de anticorpos, como IgA, IgE, 
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IgG e suas subclasses. Trabalhos utilizando camundongos geneticamente deficientes em 

células B demonstrou a importância destas células durante a infecção por N. caninum, 

onde foi possível observar altas taxas de mortalidade pós-desafio nestes camundongos 

(AMMANN et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). Anticorpos específicos podem limitar 

a proliferação de taquizoítos extracelulares, por meio de neutralização, ativação do 

complemento e opsonização de parasitos.  

Andrianorive e colaboradores (2001) revelaram a possibilidade da presença de 

três perfis de produção de anticorpos: o primeiro perfil com níveis de IgG2 predominante; 

o segundo com produção de anticorpos com níveis equivalentes entre IgG1 e IgG2 e o 

terceiro com predomínio de IgG1 (com níveis de IgM e IgG2 detectáveis). Apesar destes 

três perfis apresentados, estudos vem demostrando que durante a infecção por N. caninum 

a produção de anticorpos específicos IgG2 é encontrado em maior índice que IgG1 

(FERRE et al., 2005; MOORE et al., 2011).  

Apesar do conhecimento sobre a participação de anticorpos no combate a vários 

patógenos, a participação destas imunoglobulinas deve ser melhor elucidada devido às 

lacunas funcionais ainda existentes no papel das mesmas durante infecções por N. 

caninum.  

 

1.6 Fator de Necrose Tumoral (TNF) 

 

TNF foi descoberto em 1975 como uma molécula indutora de necrose de tumores 

(CARSWELL et al., 1975).  Atualmente esta citocina pró-inflamatória é conhecida como 

a mais pleitrópica de todas as citocinas descritas em mamíferos (SEDGER e 

McDERMOTT, 2014). TNF-α ainda exerce uma variedade de atividades biológicas 

incluindo inflamação, proliferação, diferenciação, apoptose e imunomodulação, 
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promovendo a liberação de outras citocinas pró-inflamatórias (AGGARWAL, GUPTA, 

BASU, 2012; AGGARWAL e LIMDI 2015) bem como resposta patológicas (choque 

séptico, caquexia) (DEROUICH-GUERGOUR et al., 2001). 

A forma solúvel dessa proteína apresenta 17 kDa sendo encontrada no plasma 

sanguíneo, que circula através de todo o corpo e confere potentes funções endócrinas –

apresentando capacidade de atuar em sítios fisiológicos distantes dos sítios em que foi 

sintetizado (BARBOSA et al., 2011; FAUSTMAN e DAVIS 2013). Dois distintos tipos 

de receptores de superfície, receptor de TNF1 (p55) e receptor de TNF2 (p75), agem 

individualmente ou em sinergismo para mediar a atividade biológica da TNF-α. TNFR1 

é expresso constitutivamente na maioria dos tipos celulares, exceto em eritrócitos. Este 

receptor pode ativar a via apoptótica, via fator nuclear kappa B (NF-κB) iniciando a 

maioria das atividades biológicos de TNF (LU, CHEN e WALSH 2014), já TNFR2 é 

expresso somente em células endoteliais e hematopoiéticas e não está envolvido 

diretamente na ação apoptotica, porém a estimulação desse receptor induz TNF-α 

endógeno que subsequente ativa TNFR1 (FINGIEL, et al., 2008; ESPOSITO 2011).  

Grell e colaboradores (1998) evidenciaram em seus trabalhos que TNFR1 e não 

TNFR2 exibiram uma alta afinidade para TNF-α solúvel, demonstrando assim a ação 

importante de TNFR1 na resposta celular induzida por TNF-α solúvel. Estudos utilizando 

camundongos deficientes em receptores de TNF-α estabeleceu que TNFR1 é mais 

importante que TNFR2 para a resistência contra diversos patógenos intracelulares como 

T. gondii e Leishmania major (PFEFFER et al., 1993; RUBY, BLUETHMANN, 

PESCHON, 1997). 

TNF-α é expressa por monócitos/macrófagos ativados, células T e NK, além de 

diversas células não imunes como células endoteliais e fibroblastos (BRIETZKE e 

KAPCZINSKI 2008). Como demonstrado por Mineo e colaboradores (2010), a produção 
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de TNF-α está relacionada com a ativação de TLR2/MyD88, onde o uso de animais 

deficientes para MyD88 e para TLR2 após a infecção resultou em uma baixa produção 

desta citocina bem como de outras citocinas pró-inflamatórias importantes na resistência 

do hospedeiro contra a infecção por N. caninum. Tal citocina é principalmente encontrada 

durante a fase aguda de infecções, onde inicia uma cascata de produção de outras citocinas 

e aumenta a permeabilidade vascular (BARBOSA et al., 2011; CALSAVARA et al., 

2014). Tal fato leva a indução da resposta imunológica e inflamatória através do 

recrutamento de neutrófilos e macrófagos para o local da infecção, permitindo com que 

TNF-α desempenhe funções importante na resposta inflamatória local (VITALE e 

RIBEIRO, 2007).  

Em infecções causadas por protozoários como Toxoplasma, Leishmania e 

Trypanossoma, TNF-α tem sido demonstrado como sendo importante para o controle do 

parasitismo (DEROUICH-GUERGOUR et al., 2001), atuando em sinergismo com IFN-

γ na indução de oxido nítrico (NO), complementando a atividade da resposta imune inata 

contra parasitos intracelulares (BOGDAN et al., 1990; SIBLEY et al., 1991; 

DIEFENBACH et al., 1998; MANNA et al., 2014). Plitz e colaboradores (1990) 

evidenciaram em seus estudos que, a ausência de TNF-α ou do receptor de TNF em 

camundongos desencadeia uma maior susceptibilidade destes animais durante infecções 

intracelulares.  Além disso, foi constatado que animais deficientes no receptor de TNF 

apresentam maiores danos teciduais e aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias em modelos de inflamação (GONÇALVES et al., 2001). Adicionalmente, 

durante a infecção por N. caninum, tem sido descrito que TNF-α inibe o crescimento de 

taquizoítos (YAMANE et al., 2000), bem como o tratamento com a citocina reduz o 

número de parasitos em células da glia experimentalmente infectadas com N. caninum 

(JESUS et al., 2013). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

A infecção por N. caninum tem causado grandes perdas econômicas na indústria 

agropecuária, tanto na exploração leiteira quanto na produção de carne (LARSON et al., 

2004; DUBEY e SCHARES, 2011).  Mundialmente estima-se uma perda econômica que 

pode chegar a 2,380 bilhões de dólares por ano decorrente de abortos induzidos pela 

infecção pelo parasito, no Brasil estima-se uma perda anual de 51,3 milhões de dólares 

(REICHEL et al., 2013; REICHEL et al., 2014). 

A importância econômica da neosporose tem levado a pesquisas no 

desenvolvimento de estratégias para prevenção e tratamento da infecção por N. caninum. 

A recente identificação e caracterização do protozoário ainda não permitiu com que 

diversos aspectos da resposta imunológica fossem descritos. A vacinação tem sido 

considerada a melhor estratégia de controle da doença (MANSILLA et al., 2012; 

UCHIDA et al., 2013; REICHEL et al.,2014), porém a única vacina comercializada 

(Bovilis Neoguard) foi retirada do mercado devido a sua baixa eficácia de proteção 

(ROMERO, PEREZ, FRANKENA, 2004, WESTON, HEUER, WILLIAMSON2011). 

Assim, elucidar características imunológicas tornam-se importantes para o entendimento 

e controle da infecção pelo parasito.  Modelos murinos são amplamente utilizados para 

estudar a resposta imune do hospedeiro a N. caninum. O uso de camundongos 

geneticamente deficientes tem sido uma ferramenta crucial no entendimento de diferentes 

patologias.  

Apesar de inúmeros estudos correlacionando a infecção por N. caninum com a 

produção de diferentes citocinas anti e pró-inflamatórias, a participação das mesmas 

durante a infecção ainda não está bem caracterizada. Estudos avaliando as respostas 

imunes celulares e humorais são importantes para melhor compreender a dinâmica 
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parasito-hospedeiro durante a infecção por N. caninum e desse modo podem contribuir 

para o desenvolvimento profilático e terapêutico da neosporose.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral: 

 

Avaliar o papel da citocina TNF-α no desencadeamento de resposta imune celular e 

humoral protetora contra a infecção pelo protozoário N. caninum em camundongos. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

- Avaliar a sobrevida de camundongos selvagens e geneticamente deficientes para a o 

receptor 1 de TNF (TNFR1-/-) durante a infecção com taquizoítos de N. caninum; 

- Avaliar a produção in vivo de citocinas e óxido nítrico durante a infecção por N. 

caninum; 

- Determinar a carga parasitária e inflamação tecidual nas fases aguda e crônica em 

camundongos selvagens e geneticamente deficientes previamente infectados por N. 

caninum; 

- Quantificar e qualificar a produção de anticorpos séricos antígeno-específicos das 

classes IgG e IgM em camundongos selvagens e geneticamente deficientes infectados 

com taquizoítos de N. caninum. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e geneticamente deficientes no receptor 

1 de TNF (TNFR1-/-) e interferon gama (IFN-γ-/-), entre 6 e 8 semanas de idade, foram 

obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA), da 

Universidade Federal de Uberlândia, UFU (Uberlândia, Brasil), em um ambiente com 

condições de umidades e temperatura controlada (22 a 25ºC), com água e ração ad 

libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas 

recomendadas pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal de Uberlândia (CEUA/UFU#052/12). 

 

4.2 Cultivo de células HeLa e N. caninum 

 

Células de epitélio uterino da linhagem HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas 

em frascos de cultura celular de 25cm2 contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park 

Memorial Institute; Life Technologies Corporatin, Carlsbad-CA, EUA) suplementado 

com glutamina (2mM), antibiótico/antimicótico (100 U/mL penicilina, 100 μg/mL 

estreptomicina e 0,25 μg/mL anfotericina B) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, 

Campinas, Brasil), em estufa a 37°C com 5% CO2, até atingirem confluência.  

Posteriormente as células foram infectadas com taquizoítos de N. caninum (cepa 

Nc-1) (DUBEY et al., 1988) e mantidas nas mesmas condições anteriormente descritas 

para células, exceto pela adição de SFB. Após lise completa de células, a suspensão de 

parasitos foi coletada e centrifugada a 45 × g por 1 minuto a 4ºC para remoção de restos 

celulares como previamente descrita (SILVA et al., 2007). O sobrenadante foi coletado e 
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em seguida centrifugado a 700 × g por 10 minutos a 4ºC, o sedimento foi ressuspenso em 

1mL de solução salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS, pH 7,2). Taquizoítos foram 

contados em câmara hemocitométrica com o auxílio do corante Azul de Tripan 0,4% 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) sendo utilizados logo em seguida para infecção 

de camundongos. O restante dos parasitos foram lavados por duas vezes (700 × g por 10 

minutos a 4ºC) com PBS, o sedimento final foi armazenado a -20ºC para posterior 

preparação de antígenos. 

 

4.3 Desenho experimental 

 

Para observação da taxa de mortalidade um número de 10 camundongos por grupo 

WT e TNFR1-/- foram infectados pela via intraperitoneal com 1×107 taquizoítos de N. 

caninum cepa Nc-1. Os animais foram monitorados por 30 dias a partir da data de início 

da infecção. Para análise da fase aguda e crônica da infecção bem como ensaios 

sorológicos, camundongos WT e TNFR1-/- (n=5/grupo) foram infectados pela via 

intraperitoneal com 1×106 taquizoítos de N. caninum. A fase aguda da infecção foi 

analisada por meio da quantificação de citocinas em soros, lavado peritoneal e 

homogenato de pulmão e fígado (0 e 7 dias após infecção), por meio do ensaio de ELISA 

e CBA, análise de parasitismo em células de peritônio bem como em tecidos hepáticos e 

pulmonares (0 e 7 dias após infecção) através do ensaio quantitativo real-time, 

mensuração de óxido nítrico em lavado peritoneal (0 e 7 dias após infecção) e inflamação 

tecidual em pulmão (0 e 7 dias após infecção) pela coloração por hematoxilina e eosina. 

Na fase crônica da infecção foi analisado o parasitismo em tecidos cerebrais de 

camundongos 30 dias após a infecção por meio de qPCR, bem como análise de 

inflamação tecidual por coloração com hematoxilina e eosina.  



   31 

 

 

 

Para a análise da resposta imune humoral por meio de ELISA indireto e 

Immunoblotting, soros de camundongos infectados com 1×106 foram coletados 0, 7, 14, 

21 e 28 dias após a infecção, adicionalmente grupos de camundongos WT, TNFR1-/- e 

IFN-γ-/- foram imunizados com antígeno total de N. caninum por via subcutânea como 

descrito abaixo para análise de produção de anticorpos por ELISA 0, 15, 30 e 45 dias no 

decorrer das imunizações. Tal ensaio se faz necessário pela alta susceptibilidade de 

camundongos IFN--/- a infecção experimental por N. caninum (MINEO et al., 2009). 

 

4.4 Preparação de antígenos de N. caninum 

 

4.4.1 Antígeno solúvel de N. caninum 

 

Antígenos solúveis de lisado de N. caninum (NLA) foram preparados de acordo 

com os métodos já descritos por Silva et al. (2007). Suspensões parasitárias foram diluídas 

em PBS e tratadas com coquetel de inibidores de protease (Complete Mini Roche, Basel, 

Suíça) e submetidas a lise celular por dez ciclos rápidos de congelamento em nitrogênio 

líquido e descongelamento em banho-maria a 37ºC, seguido de sonicação durante cinco 

minutos a 60Hz em banho de gelo. Posteriormente parasitos lisados foram submetidos à 

centrifugação (10.000 × g, 30 min, 4ºC) onde o sobrenadante resultante foi coletado e a 

concentração proteica quantificada utilizando o método de Bradford (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, EUA) (BRADFORD, 1976). Alíquotas de NLA foram armazenados a -

20ºC até sua utilização nos procedimentos de Immunoblotting e ELISA.  
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4.4.2 Antígeno total de N. caninum 

 

Para preparação de antígeno total de N. caninum utilizado para imunizações de 

camundongos WT, TNFR1-/- e IFN-/-, taquizoítos do parasito foram ajustados para 5 × 

106 em 200µL (por animal) utilizando PBS juntamente com inibidores de protease 

(Complete Mini Roche). Posteriormente a solução foi submetida a lise celular por dez 

ciclos rápidos de congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento em banho-

maria a 37ºC. A concentração proteica da solução resultante foi quantificada utilizando o 

método de Bradford (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (BRADFORD, 1976). O 

antígeno foi utilizado imediatamente para imunização dos camundongos. 

 

4.5 Homogenato de órgãos 

 

 Para análise da produção de citocinas órgãos de animais WT e TNFR1-/- 

previamente infectados foram posteriormente coletados e processados. A quantidade de 

órgãos foi ajustada para 100 mg de tecido (pulmão e fígado) e adicionado aos mesmos 

500 µL de solução contendo inibidor de protease (Complete Mini Roche, Basel, Suíça). 

As amostras foram trituradas com o auxílio de um homogeneizador sendo em seguida 

centrifugada a 10.000 × g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e 

armazenado a -70ºC até o momento do uso. 

 

4.6 Determinação da Produção de Citocinas in vivo  

 

Produção de citocinas IL-12 e IFN-γ foram mensuradas em lavado de lavado 

peritoneal e em homogenatos de pulmão e fígado (100mg de tecido) de camundongos 

previamente infectados, utilizando kits de ELISA comercias de acordo com protocolos 
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recomendados pelo fabricante (BD Biosciences, San Diego, EUA). Em suma, placas de 

poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporates Costar®, Corning Laboratories Inc., 

New York, EUA) foram sensibilizadas com anticorpo de captura específico para cada 

citocina e incubadas overnight à 4ºC. Posteriormente houve o bloqueio de sítios 

inespecíficos utilizando 10% de SFB em PBS 0.01M (pH7,2) por 1 hora seguido pela 

adição das amostras a serem testadas à placa. Concomitantemente, curvas padrões das 

respectivas citocinas testadas foram acrescidas em diluições seriadas. Após 2 horas de 

incubação anticorpos de detecção biotinilados acrescidos de estreptavidina-peroxidase 

específicos para cada citocina foram incubados por 1 hora. Entre cada etapa da reação as 

placas foram lavadas cinco vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A 

reação foi desenvolvida utilizando o substrato enzimático tetrametilbenzidina (TMB) 

seguido pela adição de ácido sulfúrico 2M para interromper a reação. A densidade óptica 

(DO) foi determinada em leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA) a 

450nm sendo a concentração de cada citocina determinada a partir da curva padrão e 

expressas em pg/ml.  

IFN-γ foi mensurado em soros de camundongos previamente infectados por meio 

do ensaio multiplex Flex Set Cytometric Bead Array - CBA (BD Biosciences, San Diego, 

EUA), de acordo com informações do fabricante. O ensaio foi realizado em tubo FACS 

(BD Biosciences, San Diego, EUA), onde foi acrescentado 25 μL de beads de captura; 25 

μL curva padrão ou amostras e 25 μL anticorpo de detecção. Após 3 horas de incubação 

à temperatura ambiente foi adicionado 500 μL do tampão de lavagem e centrifugado (200 

× g / 5 minutos). Posteriormente, foi desprezado o sobrenadante e acrescentado 300 μL 

do tampão, a leitura do experimento foi realizada no citômetro de fluxo (BD FACSCanto 

II, BD Biosciences, EUA). Os dados foram processados e analisados utilizando software 

apropriado (FlowJo, TreeStar Inc., Asland, Oregon, EUA). Concentrações de IL-12 
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também foram mensurados em amostras de soros pelo método de ELISA, como 

anteriormente descrito. 

 

4.7 Determinação da produção de óxido nítrico 

 

 Concentrações de óxido nítrico (NO) em lavado peritoneal de animais infectados 

com N. caninum foram determinadas a partir de kits comerciais de detecção de NO (R&D 

Systems Inc., EUA) baseado na conversão enzimática de nitrato para nitrito por nitrato 

redutase. Um volume de 50µL de amostra foram acrescentados a placa de 96 poços 

paralelamente a curva padrão, seguido pela adição de NADH e nitrato redutase. 

Posteriormente a reação foi incubada por 30 minutos a 37ºC. A reação foi desenvolvida 

por detecção colorimétrica utilizando reagente de Griess após incubação por 10 minutos 

a temperatura ambiente. A densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de placa 

(Spectra Max M2e, Molecular Devices, EUA) a 540 nm com correção de 690 nm sendo 

a concentração de NO determinada a partir da curva padrão e expressas em µmol/L. 

 

4.8 PCR em tempo real 

 

DNA genômica de N. caninum tecidual e do lavado peritoneal foi determinado 

por PCR em tempo real (qPCR), através do sistema de detecção SYBR green (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad-CA, EUA), como previamente descrito (RIBEIRO, 

et al. 2009; CARDOSO et al., 2011). Foram utilizados os seguintes pares de primers: 

Forward: 5’-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3’; Reverse: 5’-AGA GGA ATG 

CCA CAT AGA AGC- 3’ (Exxtend Biotecnologia, Campinas, Brasil), para detecção da 

região Nc5 de N. caninum. A extração de DNA foi realizada a partir de 20 mg de tecido 

cerebral, pulmonar e hepático e de uma quantidade de 1 × 106 células resultantes do 
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lavado peritoneal através do método de extração por Trizol (Life Technologies 

Corporation, Carlsbad-CA, EUA). Inicialmente adicionou-se 500µL de Trizol as 

amostras e homogeneizou as mesmas utilizando vortex por 10 minutos, posteriormente 

foi acrescentado 200µL de clorofórmio às mesmas para separação de fases contendo RNA 

e DNA. As amostras foram novamente homogeneizadas por vortexação e incubadas por 

3 minutos a temperatura ambiente seguido por centrifugação a 12.000 × g por 15 minutos 

a 4ºC. A fase aquosa (superior) foi descartada e o DNA contido na fase fenólica foi 

precipitado com 300µL de etanol a 95%. As amostras foram homogenenizados por 

inversão dos tubos por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 2.000×g por 

5 minutos a 4ºC, o sobrenadante resultante foi descartado cuidadosamente e o pellet 

lavado duas vezes com 0,1M de citrato de sódio acrescido de 10% de etanol por 30 

minutos a temperatura ambiente.  Em seguidas adicionou-se 750 µL de etanol 75% e 

rapidamente as amostras foram centrifugadas novamente a 7.500 × g por 5 minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet usado para a detecção de DNA de N. caninum. 

A concentração de DNA extraído foi determinada em espectrofotômetro UV (260 nm; 

Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington DE, EUA) e ajustada para 40 ng/μL com água 

estéril e livre de DNAse (água DEPC).  

A quantificação da carga parasitária foi realizada utilizando o equipamento de 

PCR em tempo real (7500 Real time PCR System, Life Technologies Corporation, 

Carlsbad-CA, EUA) e a carga parasitária foi calculada por interpolação de uma curva 

padrão com quantidades equivalentes de DNA extraídos de taquizoítos de N. caninum 

(cepa Nc-1) que foi incluída em cada análise. Os resultados foram expressos em 

picogramas de DNA do parasito / µg de DNA total. 

 

4.9 Análise histopatológica para determinação da inflamação tecidual in vivo 
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Amostras do sistema nervoso central e pulmão de camundongos WT e TNFR1-/- 

previamente infectados foram coletados e fixados em formol 10% tamponado com fosfato 

por 24 horas, seguido da adição em álcool 70% até serem submetidos ao processo de 

inclusão em parafina. Após inclusão os órgãos foram cortados (5µm de espessura) e 

depositados em lâminas microscópicas e posteriormente corados com hematoxilina e 

eosina para avaliação do infiltrado inflamatório (MINEO, et al 2009). Os cortes foram 

fotografados utilizando o microscópio invertido automatizado (FSX100, Olympus, 

Japão). 

 

4.10 Imunização de camundongos 

 

 Camundongos C57BL/6, TNFR1-/- e IFN-γ-/- foram imunizados com antígeno 

total de N. caninum para análise do envolvimento de TNF-α e IFN- γ-/- na indução da 

produção de anticorpos. Este procedimento foi feito devido a susceptibilidade de 

camundongos IFN-γ-/- a sucumbir à infecção pelo parasito em estudo. A imunização foi 

realizado utilizando aproximadamente 60µg de antígeno total de N. caninum por animal 

– equivalente a 5×106 taquizoítos do parasito por animal. Os animais foram imunizados 

por via subcutânea com três doses do antígeno em um volume de 200µL por animal, em 

intervalos de 15 dias. Camundongos foram submetidos à sangria prévia (dia 0) e amostras 

de sangue foram coletadas aos 15, 30 e 45 dias após a primeira imunização. Os sangues 

foram centrifugados a 400×g por 10 minutos sendo o soro coletado e armazenado a -20ºC 

até sua utilização. Baço dos animais WT e TNFR1-/- foram coletados para posterior 

fenotipagem.   
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4.11 Resposta imune humoral 

 

4.11.1 Fenotipagem ex vivo de IgG e suas subclasses  

  

Para análise de IgG1 e IgG2a expressa em células do baço CD19+ ex vivo, 

camundongos WT e TNFR1-/- foram imunizados como previamente descrito. 45 dias após 

a primeira imunizações os animais foram eutanasiados e os baços coletados e 

posteriormente macerados. Suspensões celulares resultantes foram lavadas e 

centrifugadas a 400 × g por 10 minutos a 4ºC em meio RPMI. O sedimento de células 

obtidas foi ressuspendido em tampão de lise de hemácias (0.16 M NH4Cl e 0.17 M Tris-

HCl, pH 7.5) e, após cinco minutos de incubação foram lavados por duas vezes em meio 

RPMI. Após centrifugação o pellet contendo células foi ressuspenso em meio RPMI 

suplementado (meio RPMI incompleto; 200 μM L-glutamina; 10% de soro fetal bovino; 

5.10-5 M 2- mercapoetanol) e distribuídos em placas de cultura de 24 poços (2,5 × 106 

células/ poço) seguido por estimulação com concanavalina-a (Con-A) (2,5 µg/mL) 

associada a lipopolissacarídeo (LPS) (1 µg/mL) e NLA (25 µg/mL) por 72 horas, sendo 

posteriormente tratadas com Brefeldina A (1,5 µL/mL). As células foram retiradas das 

placas, adicionadas em tubos FACS (BD Biosciences, San Diego, EUA) e marcadas como 

descrito abaixo. 

Ensaio de citômetro de fluxo foi realizado para detecção intracelular de 

imunoglobulinas. Para isto, anticorpos IgG1 anti-camundongo (PE), IgG2a anti-

camundongo (PerCP-A), e kits de permeabilização e marcação foram utilizados de acordo 

com recomendações do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes-NJ, EUA). A 

determinação de populações celulares (gating), CD-19+ (APC-Cy7) e CD3+ (Pacific 

Blue) foi realizada com anticorpos monoclonais comerciais (BD). Os experimentos foram 
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realizados em citometria de fluxo (FACSCanto II, BD Biosciences, Franklin Lakes-NJ, 

EUA) e analisado utilizandoo software FlowJo X (Tree Star Inc., Asland, Oregon, EUA).  

 

4.11.2 Determinação de anticorpos IgM, IgG e suas subclasses específicos para N. 

caninum em amostras de soros de camundongos 

 

A cinética de produção de anticorpos IgM, IgG além das subclasses IgG1 e IgG2a 

específicos para N. caninum, foram mensurados por ELISA indireto em soros de 

camundongos selvagens e geneticamente deficientes previamente infectados e 

imunizados, conforme descrição prévia (SILVA et al., 2007). Microplacas de alta 

afinidade (Corning Incorporates Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) 

foram sensibilizadas com antígenos de N. caninum na concentração de 10 µg/mL em 

tampão carbonato de sódio 0,06M (pH 9,6), e incubadas por 18 horas a 4ºC. 

Posteriormente sítios inespecíficos foram bloqueados com PBS contendo Tween 20 a 

0,05% (PBS-T) acrescido de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, São Paulo, SP) (PBS-

T-M5%) para IgM e IgG total e PBS-T adicionado de 1% de albumina sérica bovina 

(BSA- Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (PBS-T-BSA1%) para IgG1 e IgG2a, 

durante 1 hora à temperatura ambiente. Amostras de soros foram diluídas a 1:25 em PBS-

T-M5% e incubadas por 1 hora para detecção de IgM e IgG total e 1:25 em PBS-T-

BSA1% por 2h para IgG1 e IgG2a, todas as placas foram incubadas a 37ºC. Conjugados 

específicos para cada classe de imunoglobulina- anti-IgM (1:500) e anti-IgG (1:1000) de 

camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) diluídas 

em PBS-TM a 1%, anti-IgG1 (1:4000) e anti-IgG2a (1:2000) de camundongo marcado 

com biotina (Caltag Lab. Inc.,South San Francisco, EUA) diluídas em PBS-T+BSA1% 

foram adicionados e incubados por 1 hora a 37ºC. Para a detecção de IgG1 e IgG2a, placas 
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foram incubadas com streptavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Entre cada etapa da reação as placas foram 

lavadas com PBS-T por cinco vezes. A reação foi desenvolvida com 2,2-azino-bis-(ácido 

3-etil-benzotiazolina-6-sulfônica) (ABTS, Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL, 

Washington, DC, EUA) e a densidade óptica (DO) determinada a 405 nm em leitor de 

placas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA) 

 

4.11.3 Immunoblotting para análise do perfil de reconhecimento antigênico para NLA – 

IgG e suas subclasses  

 

O perfil cinético de reconhecimento antigênico de IgG e suas subclasses foi 

analisado pelo método de immunoblotting (SILVA, et al. 2007), em soros de 

camundongos infectados e imunizados com N. caninum. 150µg de NLA foi diluído em 

tampão de amostra para eletroforese (Tris-HCl 0,1 M pH6,8, dodecilsulfato de sódio-SDS 

4%, azul de bromofenol a 0,2%) e incubados por 5 minutos a 95ºC. Posteriormente a 

amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) sob 

condições não redutoras (LAEMMLI, 1970). Um volume de 200 µL da solução feita a 

partir da diluição de NLA foi aplicado no gel em paralelo ao padrão de peso molecular 

(Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, Life Technologies Corporation, Carlsbad-

CA, EUA).  

Após separação eletroforética, as proteínas foram eletrotransferidas para 

membranas de nitrocelulose (0,45µm, Millipore, Bedford, EUA) utilizando sistema semi-

úmido de transferência (Multiphor Novablot II, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia). Após 

2 horas de transferência, as membranas foram retiradas do aparelho, coradas rapidamente 

com solução Ponceau a 0,5%, cortadas em tiras e colocadas em canaletas apropriadas para 
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reação. Reatividades inespecíficas presentes nas tiras de membranas foram bloqueadas 

com PBS-T-M5% por 2 horas a temperatura ambiente sob agitação e subsequentemente 

incubadas com amostras de soros de camundongos na diluição de 1:100 em PBS-T-M1% 

(18 h a 4ºC). Conjugados específicos para cada classe de imunoglobulina: anti-IgG 

(1:1000) de camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

EUA), anti-IgG1 (1:4000) e anti-IgG2a (1:2000) de camundongo marcado com biotina 

(Caltag Lab. Inc.,South San Francisco, EUA) foram adicionados e incubados por 2 horas 

a temperatura ambiente.  Para a detecção de IgG1 e IgG2a, placas foram incubadas com 

streptavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) por 30 minutos 

a temperatura ambiente. 

A reação foi desenvolvida por adição do substrato enzimático 3,3’- 

tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (Stable DAB,- Life Technologies Corporation, 

Carlsbad-CA, EUA) sendo interrompida com água destilada após visualização de bandas 

de coloração marrom. Entre cada etapa as membranas foram lavadas por seis vezes com 

PBS-T para retirada de excedentes. 

 

4.12 Análise estátistica 

 

Análise estátistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 5.0 

(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Diferenças entre grupos foram analisadas 

por meio do teste Two-way ANOVA, conjuntamente com o pós teste de comparação 

múltiplas de Bonferroni. Teste T ou Mann Whitney também foram utilizados quando 

necessários. Taxas de sobrevivência foram estimadas utilizando análise pelo método de 

Kaplan-Meier sendo a curva de sobrevida comparadas através do teste Log-rank (Mantel-

Cox). Dados foram expressos em média e erro padrão. Valores de P<0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes. 
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4.13 Normas de Biossegurança 

  

 Utilização de equipamentos, procedimentos de coleta, manuseio de materiais 

biológicos e dos reagentes, foram realizados de acordo com as normas de biossegurança 

compatíveis (MINEO et al., 2005). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Camundongos TNFR1-/- apresentam maior susceptibilidade a infecção por N. 

caninum 

  

 Para avaliar a importância do receptor I de TNF-α na resistência do hospedeiro 

frente a infecção por N. caninum, camundongos WT e TNFR1-/- (n=10/grupo) foram 

infectados com 1 × 107 taquizoítos (dose letal para 50% dos animais, DL50) de N. 

caninum e monitorados por 30 dias para análise da mortalidade dos mesmos (Figura 2). 

Observou-se que animais pertencentes aos dois grupos em estudo apresentaram sinais 

clínicos iniciando no sétimo dia de infecção, porém camundongos TNFR1-/- apresentaram 

uma menor resistência a infecção apresentando 100% de mortalidade até o 19º dia de 

infecção enquanto 50% de animais WT sobreviveram. 

 Com o objetivo de analisar as causas envolvidas na maior susceptibilidade de 

animais TNFR1-/- à infecção por N. caninum foi determinado a carga parasitária em 

grupos de animais WT e TNFR1-/- 
 infectados com 1 × 106 taquizoítos de N. caninum. 

Células de lavado peritoneal, tecido hepático e pulmonar foram coletados para análise da 

fase aguda da infecção, enquanto tecidos cerebrais foram utilizados para a determinação 

de parasitismo na fase crônica. O DNA genômico de N. caninum foi quantificado através 

da técnica de qPCR. Durante a fase aguda (7 dias pós-infecção) células do lavado 

peritoneal (Figura 3A) e tecidos pulmonares apresentaram um aumento de cópias de DNA 

de N. caninum (Figura 3B). Já em tecidos hepáticos (Figura 3C) esse aumento não foi 

observado. Adicionalmente, em um modelo de estudo da fase crônica 30 dias pós 

infecção, a carga parasitária no cérebro de camundongos TNFR1-/- também encontrou-se 

aumentada em relação a seus controles parentais (Figura 3D).  As diferenças de carga 
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parasitária em distintos sítios de infecções foram analisadas pelo teste não paramétrico 

Mann Whitney onde as amostras não apresentaram diferenças estatísticas significantes.   

 Inflamações teciduais também foram analisadas a partir de coloração com 

hematoxilina e eosina em camundongos WT e TNFR1-/- previamente infectados com N. 

caninum, com o objetivo de analisar alterações histológicas nos dois grupos estudados. 

De acordo com os resultados obtidos, foi observado que camundongos TNFR1-/- 

apresentaram maior infiltrado inflamatório em tecidos pulmonares sete dias pós infecção, 

bem como no sistema nervoso central, quando comparados com camundongos WT 

(Figura 4). 

  



   45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. TNF é importante no controle da mortalidade durante a infecção por N. 

caninum. Curva de sobrevida de grupos de camundongos WT e TNFR1-/- (n=10 

camundongos/grupo) infectados com 1 × 107 taquizoítos de N. caninum. Os animais 

foram monitorados durante 30 dias pós infecção para determinação da curva de sobrevida. 

Diferenças entre grupos foi comparada usando analise de sobrevivência por Kaplan-

Meier, através do teste de log-rank. 
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Figura 3. Quantificação em sítios específicos da carga parasitária em animais WT e 

TNFR1-/-. TNF é requerido no controle da carga parasitária na fase aguda e crônica da 

infecção por N. caninum. Camundongos WT e TNFR1-/- foram infectados com 1×106 

taquizoítos de N. caninum (Nc-1) e sacrificados sete dias para coleta de lavado peritoneal, 

pulmão e fígado e 30 dias para tecido cerebral. Os dados foram obtidos a partir da reação 

de qPCR pela amplificação do gene Nc5. Os valores são expressos como média e ± erro 

padrão da média (SEM). Os dados foram analisados através do teste de Mann Whitney 

não apresentando diferenças significativas. 
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Figura 4. Sinalização de TNF-α via TNFR1 controla os níveis de inflamação 

teciduais em animais infectados com N. caninum.  Representação de infiltrados 

inflamatórios em tecido pulmonar 7 dias pós infecção e tecido cerebral 30 dias pós 

infecção em animais infectados com 1 × 106 taquizoítos de N. caninum. As imagens foram 

obtidas a partir da coloração com hematoxilina-eosina de lâminas com cortes 

histológicos.  
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5.2 Animais TNFR1-/- apresentam um aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias durante a infecção por N. caninum  

 

Para análise do efeito induzido pela ausência da sinalização de TNF-α na produção 

de mediadores imunes de padrão Th1, foi determinado a produção de IL-12p40 e IFN-γ 

em camundongos infectados com 1 × 106 taquizoítos de N. caninum (Figura 5). Foi 

encontrado um aumento significativo tanto nos níveis de IL-12p40 quanto em IFN-γ em 

fluidos de lavado peritoneal, soros e sobrenadantes de homogenato de pulmão de 

camundongos TNFR1-/-  sete dias pós infecção, quando comparado com camundongos 

WT. Em homogenato de fígado de animais WT e TNFR1-/- não foram observados 

diferenças na produção de IL-12p40 e IFN-γ. 

Foi analisado também a produção de NO, com o objetivo de relacionar a ação de 

TNF-α na indução da produção do mesmo. Em amostras de lavado peritoneal, foram 

observados níveis reduzidos de NO em camundongos TNFR1-/-, se comparado com 

camundongos WT (Figura 6), demonstrando assim que a ação de TNF está envolvido na 

produção desta molécula. 
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Figura 5. TNFR1-/- apresenta um aumento na produção de citocinas pro-

inflamatórias durante a infecção por N. caninum. Grupos de animais WT e TNFR1-/- 

foram infectados com 1×106 taquizoítos de N. caninum (Nc-1) e analisados. A produção 

de IFN-γ e IL-12p40 foi mensurada 7 dias pós infecção em lavado peritoneal, soro e 

homogenato de pulmão e fígado. Os dados foram obtidos a partir da reação de ELISA e 

CBA. Os valores são expressos como média e ± SEM, *P<0.05, **P<0,001, ***P<0,0001 

(Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni). 
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Figura 6. TNFR1-/- apresenta uma menor produção de NO durante a infecção por 

N. caninum. Animais WT e TNFR1-/- foram infectados com 1×106 taquizoítos de N. 

caninum (Nc-1) e analisados. A produção de NO foi mensurada 7 dias pós infecção em 

lavado peritoneal. Os valores são expressos como média e ± SEM, *P<0.05 (Two-Way 

ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni). 
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5.3 Camundongos TNFR1-/- apresentam regulação diferencial na produção de 

subclasses de IgG 

 

Para análise da resposta imune humoral induzida pela infecção por N. caninum, 

foi mensurado em soros de camundongos WT e TNFR1-/- a produção de anticorpos 

antígenos específicos contra antígenos solúveis de N. caninum (NLA). Neste sentido, foi 

analisado a produção cinética de IgM, IgG e suas subclasses (IgG1 e IgG2a) (Figura 7). 

De forma geral, camundongos pertencentes aos dois grupos analisados não apresentaram 

diferença significante na produção de anticorpos IgM e IgG ao longo do período de 30 

dias pós infecção (Figura 7A e 7B). Contudo, foi observado um decréscimo na produção 

subclasse de anticorpo IgG1 antígeno específica (Figura 7C) acompanhado de um 

aumento nas concentrações de IgG2a (Figura 7D) em camundongos TNFR1-/-, quando 

comparado com animais WT.  

Anticorpos presentes em soros de animais TNFR1-/- também foram encontrados 

por reconhecer alguns antígenos solúveis do parasito (Figura 8), apresentando diferenças 

na quantidade de proteínas reconhecidas entre WT e TNFR1-/-. Em concordância com os 

resultados de ELISA, camundongos TNFR1-/- reconheceram uma única banda antigênica 

para IgG1 (Figura 8B), enquanto que anticorpos IgG2a reconheceram um maior número 

de antígenos específicos (Figura 8C). 

Para confirmação dos resultados acima apresentados, foi mensurada a expressão 

intracelular de IgG1 e IgG2a em células B a partir de baço de camundongos WT e TNFR1-

/-. Camundongos TNFR1-/-apresentaram um menor produção de imunoglobulina IgG1 

mediante a infecção por N. caninum, (Figura 9), enquanto a produção de IgG2a foi 

aumentada nestes animais (Figura 10). 
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Adicionalmente, analisamos se o envolvimento da citocina TNF-α na modulação 

da produção de anticorpos das subclasses IgG durante a infecção por N. caninum é 

compatível com outra citocina de padrão Th1, sabidamente essencial para a resistência 

frente a infecção. Para tal finalidade, camundongos WT, TNFRI-/- e IFN-γ-/- foram 

imunizados com antígenos totais de N. caninum. Amostras de soros destes animais foram 

coletadas e a cinética de produção de anticorpos específicos IgM, IgG e suas subclasses 

foram mensuradas (Figura 11). Foi observado que IFN-γ é crítico para a produção de IgG 

total e suas subclasses, por apresentar uma baixa detecção de tais anticorpos no ensaio de 

ELISA indireto. Tal fato se mostra distinto do observado em camundongos TNFR1-/-, que 

exibiram uma diferença na produção das diferentes subclasses de IgG em relação aos 

controles selvagens.  
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Figura 7. Cinética da produção de anticorpos antígeno especifico em animais 

infectados. Pela técnica de ELISA indireto foi analisado a soro reatividade para 

anticorpos IgM (A), IgG total (B), IgG1 (C) e IgG2a (D) em animais WT e TNFR1-/- 

infectados com 1×106 taquizoítos de N. caninum (Nc-1). A produção de anticorpos foi 

mensurada até 28 dias pós infecção em soros de ambos os grupos. Valores são indicados 

como densidade optica (DO) a 405nm sendo expressos como média e ± SEM, *P<0.05, 

**P<0,001, ***P<0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni). 
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Figura 8. Immunoblotting para detecção de antígenos de N. caninum. Representativo 

de soros de grupos de camundongos WT e TNFR1-/- infectados com 1×106 taquizoítos de 

N. caninum (Nc-1). O reconhecimento antigênico foi mensurada 0, 14 e 28 dias pós 

infecção em soros de ambos os grupos. IgG total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C). Marcadores 

moleculares são indicados em kiloDalton. 
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Figura 9. Camundongos WT expressam aumento de níveis intracelulares de anticorpos IgG1. A expressão  

da produção de anticorpos intracelulares específicos foi mensurada por fenotipagem de células B por análise no 

citômetro de fluxo 
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Figura 10. Camundongos TNFR1-/- expressam aumento de níveis intracelulares de anticorpos IgG2a. A expressão  

da produção de anticorpos intracelulares específicos foi mensurada por fenotipagem de células B por análise no citômetro  

de fluxo.
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Figura 11. Cinética da produção de anticorpos antígeno especifico a partir de 

animais imunizados. Pela técnica de ELISA indireto foi analisado a soro reatividade 

para anticorpos IgM (A), IgG total (B), IgG1 (C) e IgG2a (D) em animais WT e TNFR1-

/- imunizados com aproximadamente 60µg de antígeno. A produção de anticorpos foi 

mensurada até 45 dias após a primeira imunização em soros de ambos os grupos. Valores 

são indicados como densidade óptica (DO) a 405nm sendo expressos como média e ± 

SEM, *P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste de 

Bonferroni). 
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6. DISCUSSÃO 

 

O desenvolvimento de pesquisas para elucidar tanto o papel da resposta imune 

celular quanto adaptativa frente a infecção por N. caninum é necessário devido ao impacto 

que a infecção por este parasito causa à produção animal (REICHEL et al., 2014). Devido 

à estreita relação taxonômica entre T. gondii e N. caninum, alguns mecanismos da 

resposta imune em infecções por T. gondii podem apresentar um papel similar na proteção 

do hospedeiro contra N. caninum (LEE et al., 2000, RITTER et al., 2002). O uso de 

animais geneticamente modificados vem facilitando o entendimento da relação 

patógeno–hospedeiro promovendo avanços em fontes quimioterápicas para a intervenção 

no desenvolvimento da patogenia. 

Pesquisas evidenciaram que TNFR1 é o principal receptor de TNF-α, o qual está 

associado com a regulação de respostas inflamatórias generalizadas e com a prevenção 

de danos teciduais através da indução de apoptose sendo um potente regulador funcional 

de células apresentadoras de antígenos (ZAKHAROVA e ZIELGLER, 2005). Vários 

estudos demonstraram que TNF-α é fundamental na ativação de macrófagos presentes em 

quase todos os tecidos, exibindo um importante papel no controle de diversas doenças 

devido a manutenção da homeostase tecidual ao qual a citocina participa (HAO et al., 

2012).   

Os resultados do presente estudo evidenciaram que animais TNFR1-/- infectados 

com N. caninum apresentaram 100% de mortalidade em uma dose letal para 50% dos 

camundongos (DL50) bem como um aumento tanto na carga parasitária em vários sítios 

da infecção e maior infiltrado inflamatório nos tecidos destes animais, sugerindo uma 

falha no controle parasitário em animais TNFR1-/-. Em modelos de infecção por N. 

caninum, tratamentos de células cerebrais bovinas com TNF-α reduziram a proliferação 
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de taquizoítos do parasito (YAMANE et al., 2000, JESUS et al., 2013). Adicionalmente, 

estudos utilizando camundongos deficientes para o receptor 2 de TNF (TNFR2-/-) 

demonstraram uma susceptibilidade parcial para a infecção por N. caninum, sendo 

resistentes a fase aguda e sucumbindo somente 63 dias pós infecção, apresentando 60% 

de mortalidade em camundongos TNFR2-/- infectados com Nc-1 até as 30ª semana de 

experimentação (RITTER et al., 2002). Estes autores analisaram também tecidos 

cerebrais, hepáticos e pulmonares de animais infectados, demonstrando números 

similares de focos inflamatórios entre os grupos analisados. A partir destes resultados, 

pode-se deduzir que a sinalização de TNF-α via receptor 1 desempenha um papel 

relevante na resistência a infecção por N. caninum diferentemente do receptor 2.  

A importância da citocina TNF-α na fase aguda da infecção por N. caninum 

também foi evidenciada em nosso trabalho. IL-12 e IFN- são citocinas importantes para 

a resistência do hospedeiro durante a infecção por N. caninum (HEMPHILL, 

VONLAUFEN, NAGULESWARAN, 2006; MINEO et al., 2010) e nossos resultados 

demonstraram que a ausência da ação de TNF-α induziu uma maior produção destas 

citocinas, possivelmente como um mecanismo de inflamação compensatório. 

Adicionalmente, estes resultados revelaram que TNF-α não é necessário para que haja a 

indução destas citocinas que exibem papel chave durante a infecção por N. caninum. Estes 

achados são semelhantes aos encontrados em outros modelos de inflamação, onde 

camundongos deficientes em TNF-α ou TNFR apresentaram aumento na produção 

sistêmica de IL-12 e IFN-γ (YAP et al., 1998; CALSAVARA 2014).  

A produção de NO em animais deficientes para o receptor 1 de TNF, 

diferentemente da produção de IL-12 e IFN-γ, foi menor que a produzida por animais 

WT. Tal fato pode ser explicado por TNF-α apresentar papel sinalizador em resposta anti-

parasitária dependente de NO. Experimentos em cultura celular tem demonstrado um 
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papel crucial tanto de IFN-γ quanto de TNF-α na indução de iNOS, bem como no controle 

de crescimento de parasitos por macrófagos (SIBLEY et al., 1992; LANGERMANS et 

al., 1992; YAROVINSKY, 2014; MANNA et al., 2014). Em adição, sabe-se que a 

neutralização de TNF-α bem como o uso de camundongos deficientes em TNF-α ou no 

seu receptor, resultou no aumento da susceptibilidade a infecção decorrente da ausência 

de controle da carga parasitária por óxido nítrico (NO) e uma consequente reativação da 

infecção por T. gondii em animas experimentalmente infectados (GAZZINELLI et al., 

1993; SUZUKI, et al., 1994; YAP et al., 1998; SCHLUTER et al., 2003).  

Apesar da alta produção de outras citocinas pró-inflamatórias, conhecidas por 

reduzir a multiplicação parasitária em tecidos de animais infectados (INNES et al., 2007), 

nós observamos que animais geneticamente deficientes para TNFR1 apresentaram maior 

carga de DNA de N. caninum tanto na infecção aguda quanto na infecção crônica 

demonstrando assim que TNF-α contribui para redução da carga parasitária. 

Citocinas como IFN-γ e TNF-α, entre outras produzidas por células T auxiliares 

ativadas na presença de patógenos, estão intimamente ligadas com o processo de 

mudanças de isotipos de anticorpos (INNES e MATTTSSON, 2007). A ausência de TNF-

α em nossos estudos demonstrou uma resposta exacerbada do tipo Th1 sendo confirmada 

pela alta expressão de anticorpos do tipo IgG2a bem como produção de altos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias em camundongos TNFR1-/-. Rojo-Montejo e colaboradores 

(2011) corroboraram com nossos dados demonstrando em seus estudos com neosporose 

congênita e cerebral que camundongos previamente imunizados apresentaram uma alta 

resposta imune humoral com produção predominante de IgG1 e uma resposta imune 

celular dominante pela expressão de IFN-γ, sugerindo que uma mistura de resposta 

Th1/Th2 pode ser benéfica para limitar a disseminação e gerar uma proteção contra a 

infecção congênita por N. caninum. Em contrapartida outras pesquisas envolvendo 



   62 

 

 

 

imunizações com taquizoítos inativados pelo frio ou pelo calor em camundongos 

selvagens revelaram altos níveis de IgG2a demonstrando uma reposta imune do tipo Th1 

nestes animais quando comparados com camundongos imunizados com outros tipos de 

antígenos (KLEVAR et al. 2007; STROHBUSCH et al. 2009; FENG et al. 2010; 

HEMPHILL et al., 2013). 

Estudos em bovinos demonstram que a presença de IFN-γ favorece a produção de 

anticorpos IgG2, enquanto que a interleucina-4 regula a síntese de anticorpos IgG1 

(ESTES et al., 1994; 1995). Pesquisas utilizando bezerros e bovinos revelam que após 

uma infecção primária ocorre a presença de anticorpos específicos IgM e IgG.  Níveis de 

IgM específicas aparecem duas semanas após a infecção, tendo um declínio após quatro 

semanas. Já os níveis de IgG aumentam durante a primeira semana de infecção 

perdurando de três a seis meses pós-infecção primária (DE MAREZ et al., 1999; TREES 

et al., 2002; WILLIAMS et al, 2000).   

Adicionalmente, sabe-se que a neutralização do parasito alvo por anticorpos são 

importantes para o controle da infecção, podendo causar um distúrbio na maquinaria de 

invasão do parasito (INNES 2007). Nós demonstramos aqui que durante a infecção por 

N. caninum, TNF-α está intimamente ligada ao balanço da produção de subclasses de IgG 

porém a maneira exata como este fenômeno pode induzir a resistência a infecção ainda 

não está claro. 

Os resultados aqui apresentados mostraram que TNF-α tem uma ampla 

participação na resposta contra N. caninum por participar tanto de mecanismos 

envolvidos na resposta imune celular quanto humoral. Entretanto tais mecanismos 

necessitam ser melhor elucidados. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Baseando-se nos resultados obtidos no presente a partir do uso de animais TNFR1-/-

conclui-se que: 

 

- TNFR1 é um importante mediador de resistência a infecção por N. caninum; 

 

- TNFR1 é importante no controle do parasitismo agudo e crônico durante a infeção por 

N. caninum; 

 

- A ausência da sinalização de TNF-α leva a um aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias, provavelmente como um mecanismo de compensação da resposta imune 

frente a infecção por N. caninum;  

 

- A presença de TNF-α regula a produção de subclasses específicas de anticorpos IgG 

frente a antígenos solúveis de N. caninum. 
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