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RESUMO 

 

Neospora caninum é um protozoário do filo Apicomplexa amplamente distribuído pelo mundo, 

que infecta diferentes espécies mamíferos e aves, dos quais os canídeos atuam como seus hos-

pedeiros definitivos. A infecção possui grande importância econômica por induzir abortos em 

bovinos e doença neuromuscular em cães. Informações ainda escassas na literatura apontam 

para papel essencial da resposta imune inata contra N. caninum, induzindo uma resposta adap-

tativa eficaz e consequente controle da infecção. O gene EBI3 codifica uma glicoproteína que 

participa da formação de duas citocinas heterodiméricas, sendo elas, a IL-35 quando combinada 

com IL-12p35 e a IL-27 quando combinada com IL-27p28. Estudos prévios relataram que IL-

27 pode apresentar funções distintas em infecções por parasitas intracelulares e, considerando 

a relevância dessa molécula durante a infecção de outros patógenos, o presente estudo teve 

como objetivo avaliar a relevância do EBI3 durante a infecção por N. caninum, utilizando mo-

delos baseados em camundongos geneticamente deficientes. Com base nessas premissas, ob-

servou-se que o EBI3 regula negativamente a produção precoce de moléculas efetoras NO e 

ROS no local da infecção inicial, enquanto induz a redução de citocinas essenciais do perfil 

Th1 e da produção de IgG total e suas subclasses. Além disso, foi possível observar que camun-

dongos geneticamente deficientes em EBI3 (EBI3-/-) apresentaram maior sobrevida, recupera-

ção mais rápida do peso corporal e diminuição da carga parasitária na fase crônica associada ao 

aumento da inflamação no cérebro, se comparado com camundongos do tipo selvagem. Em 

conclusão, nossos resultados demonstram que o EBI3 é um regulador negativo da resposta 

imune dirigida contra a infecção por N. caninum. 

 

Palavras chave: Neospora caninum, EBI3, respostas imunes, citocinas, anticorpos 

  



 

ABSTRACT  

 

Neospora caninum is a protozoan of apicomplexa phylum widespread around the world, that 

infects several species of mammals and birds and canids act as its definitive host. The infection 

possess high economic importance due to the induction of abortion in bovine and neuromuscu-

lar disease in dogs. Although, the number of information in the literature is limited exit evidence 

pointing on the essential role of the innate immune response against N. caninum, triggering an 

efficient adaptive response leading to infection control. The EBI3 gene codifies a glycoprotein 

which participates in two heterodimers formation, which are IL35 when combined with 

IL12p35 and IL27 when joined with IL27p28. Previous studies reported that IL27 can present 

distinct functions during infections by intracellular parasites. Considering the importance of 

this molecule during the infection by other pathogens, this study aimed to evaluate the im-

portance of EBI3 during the infection by N. caninum using knockout mice. Following this 

premise, it was observed that EBI3 regulates negatively the early production of effectors mol-

ecules NO and ROS in the local of initial infection meanwhile promote the reduction of cyto-

kines essential to induction of Th1 profile and production of total IgG and its’s subclasses. 

Additionally, it was possible to observe that animals genetically deficient in the production of 

EBI3 (EBI3-/-) presented an enhanced survival and body weight recovery and a reduced parasite 

burden during the chronic phase of infection associated with increased inflammation in the 

brain when compared to wild type mice. In conclusion, our results demonstrated that EBI3 is a 

negative regulator of the immune response against the infection by N. caninum. 

 

Keywords: Neospora caninum, EBI3, immune responses, cytokines, antibodies 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Parasito e seus hospedeiros 

 

O protozoário Neospora caninum, parasito intracelular obrigatório que pertence ao filo 

Apicomplexa, foi descrito pela primeira vez em 1984 em cães domésticos que apresentavam 

distúrbios neurológicos e paralisia dos membros posteriores, porém com sorologia negativa 

para Toxoplasma gondii (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984). Em 1988, Dubey e colabo-

radores encontraram características básicas que o diferenciava de T. gondii, entre elas, cistos 

teciduais com paredes espessas, paralisia predominante dos membros posteriores em cães, 

forma de interação com hospedeiros, ciclo de vida e, além da sorologia, testes imunohistoquí-

micos negativos para T. gondii, reconhecendo-o como uma nova espécie (DUBEY, J. P.; 

CARPENTER; et al., 1988).  

N. caninum possui três formas evolutivas: taquizoítas, bradizoítas e esporozoítas, sendo 

que todas as formas estão envolvidas na transmissão da neosporose (Figura 1) (DUBEY, J. P. 

et al., 2007; DONAHOE et al., 2015). Os taquizoítas possuem forma de meia-lua, com o núcleo 

na posição central ou terminal e são capazes de invadir e replicar diferentes tipos de células. O 

parasito consegue, sob pressão fisiológica e do sistema imune, se converter em bradizoítos, os 

quais possuem multiplicação lenta, apresentam forma alongada, núcleo subterminal e 6 a 12 

roptrias. Os bradizoítos são encontrados como cistos teciduais no tecido nervoso e no tecido 

muscular esquelético de diversos hospedeiros. Por fim, os esporozoítos são alongados, se de-

senvolvem dentro dos oocistos e são o produto final da fase sexuada do protozoário. Os oocistos 

infectantes contêm dois esporocistos, cada um com quatro esporozoítos (DUBEY et al., 2002; 

DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; KHAN et al., 

2019). 
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Figura 1: Formas evolutivas de N. caninum. (A) Taquizoíto, (B) bradizoíto, (C) cistos teciduais, (D) oocistos 

não-esporulado, e (E) oocistos esporulados com dois esporocistos (seta) e dois esporozoítos (cabeça da seta). 

Fonte: (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013) 

 

A neosporose possui importância por causar doenças clínicas em cães (LARSON et al., 

2004; DUBEY, J. P.; SCHARES, 2011; AROCH et al., 2018; DECÔME et al., 2019). Inicial-

mente, os cães domésticos foram identificados como hospedeiros definitivos, pois à reprodução 

sexuada ocorre em seu intestino (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 

1999; PERRUCCI et. al., 2017). Posteriormente, devido à infecções experimentais, foi possível 

classificar outros canídeos exercendo o papel de hospedeiro definitivo, sendo eles, lobos, coio-

tes e dingos australianos (GONDIM et al., 2004; KLEIN et al., 2019). Adicionalmente, distintas 

espécies de animais apresentaram sorologia positiva para N. caninum, e foram caracterizados 

como hospedeiros intermediários, entre eles, carneiros, cabras, cavalos, bovinos, macacos, por-

cos, galinhas e pombos (GONDIM et al., 2004; DUBEY et al., 2011; MINEO et al., 2011; 

DUBEY; ROULIN, 2014; REICHEL et al., 2015; GUI et al., 2020). Em humanos, há evidên-

cias sorológicas de exposição ao parasito, apesar de não ter relatos sobre infecção clínica 

(GRAHAM et al., 1999; PETERSEN et al., 1999; NAM; KANG; CHOI, 1998; TRANAS et 

al., 1999; LOBATO et al., 2006; McCANN et al, 2008). 
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1.2 Ciclo Biológico e vias de transmissão 

 

N. caninum caracteriza-se por apresentar ciclo biológico heteroxeno (Figura 2), ou seja, 

possui suas fases sexuada e assexuada em diferentes hospedeiros. A reprodução sexuada ocorre 

nos hospedeiros definitivos representados pelos canídeos e a reprodução assexuada ocorre em 

vários hospedeiros intermediários, tais como, gatos, porcos, carneiros, bovinos e aves (DUBEY 

et al., 2011; EIRAS et al., 2011; GUI et al., 2020).  

 

Figura 2: Ciclo Biológico de N. caninum. Adaptado de McAllister (2016). 

 

A fase sexuada do ciclo da neosporose inicia-se com a ingestão de cistos, presentes em 

tecidos de presas, por um hospedeiro definitivo. Após a ingestão, os bradizoítos são liberados 

e invadem enterócitos. A partir desse momento, ocorre a esquizogonia com formação de esqui-

zontes e liberação de merozoítas. Em seguida, inicia-se a gamogonia com produção final de 

oocistos não esporulados com subsequente eliminação pelas fezes dos canídeos (TENTER et 

al., 2000; MONNEY e HEMPHILL, 2014). Os oocistos eliminados são imaturos e precisam de 

condições ótimas de oxigenação, temperatura e umidade para que ocorra a esporogonia, levando 

ao desenvolvimento dos oocistos, o qual contém dois esporocistos sendo que cada um contém 

quatro esporozoítos (DUBEY, 2003; KUL et al., 2015). 

A fase assexuada de replicação do parasito durante a transmissão horizontal inicia-se 

quando hospedeiros intermediários ingerem oocistos esporulados, presentes em água ou ali-
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mentos contaminados. Os oocistos passam por digestão químico-enzimática no estômago e du-

odeno e liberam esporozoítos, os quais invadem o epitélio intestinal e transformam-se em ta-

quizoítos. Estes, por sua vez, são responsáveis por invadir células hospedeiras e modular a res-

posta imune para sua sobrevivência e multiplicação por endodiogenia. Durante esse processo, 

são liberados proteínas parasitárias de organelas como micronemas, roptrias e grânulos densos 

que auxiliam o processo de fixação, penetração e formação do vacúolo parasitóforo (BARR et 

al., 1994;  DUBEY, J. P., 2003; GOODSWEN et al., 2013; LI et al., 2015). Resumidamente, os 

parasitos aderem às células do hospedeiro por ação de proteínas de superfície imunodominantes 

(NcSAG1 e NcSRS2). Logo após, a proeminência apical do parasito entra em contato com a 

superfície celular ocasionando uma invaginação na membrana e secreção de proteínas de mi-

cronemas, que formam uma junção irreversível. Neste momento, as membranas plasmáticas do 

parasito e do hospedeiro se fundem para formar o vacúolo parasitóforo em torno do taquizoíto. 

Devido a sua composição, o vacúolo parasitóforo não se funde com lisossomos. Em seguida, 

há liberação de proteínas de roptrias que facilitam a associação da membrana do vacúolo com 

organelas celulares do hospedeiro. Por fim, o ambiente no vacúolo é modificado por proteínas 

de grânulos densos  que possibilitam a maturação do vacúolo e sobrevivência do parasito. Em 

poucas horas após a infecção, os parasitos se multiplicam por endodiogenia e propiciam a lise 

da célula hospedeira com liberação dos taquizoítas (HEMPHILL et al., 1998; McALLISTER; 

DUBEY, 2002; NAGULESWARAN et al., 2003; BRADLEY; SIBLEY, 2007).  

Os taquizoítas invadem células nucleadas por todo o organismo, tais como, macrófagos, 

células neurais, células musculares, hepatócitos e causam uma forte resposta inflamatória res-

ponsável pelas manifestações clínicas da doença. Devido a pressão fisiológica e a resposta 

imune, ocorre a transformação de taquizoítos em bradizoítos dando início a outra fase do de-

senvolvimento assexuado (BARR et al., 1993; TENTER et al., 2000; DUBEY et al., 2002). Os 

bradizoítas se multiplicam lentamente por endodiogenia e formam cistos teciduais, principal-

mente em tecidos neurais e musculares, caracterizando formas de latência do parasito que po-

dem persistir por toda a vida do hospedeiro sem causar sintomas clínicos, embora possa ocorrer 

uma baixa taxa de reativação espontânea (DUBEY, J. P. et al., 1992; McALLISTER, 2016). 

Cistos teciduais podem ser ingeridos por vários hospedeiros definitivos, repetindo-se o ciclo. 

Além da transmissão horizontal, também pode ocorrer a transmissão transplacentária, a 

qual foi demonstrada em bovinos e em cães infectados experimentalmente (DUBEY et al., 

1992; TAQUES et al., 2016). O parasito é transmitido da mãe para o feto via placenta, consi-

derada a principal rota de transmissão em bovinos, podendo ocorrer por diversas gerações 
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(LINDSAY et al., 1999; REGIDOR-CERRILLO et al., 2015). Duas formas de transmissão ver-

tical são conhecidas: a infecção transplacentária endógena e infecção transplacentária exógena. 

A primeira é caracterizada pela reativação da infecção materna durante a gestação e subse-

quente infecção fetal. Já a infecção transplacentária exógena a qual ocorre como resultado da 

ingestão de oocistos durante a gestação transmitindo a infecção para o feto (LINDSAY et al., 

1999;  REICHEL et al., 2014; DONAHOE et al., 2015; SYED-HUSSAIN et al., 2015). 

 

1.3 Patogênese e sinais clínicos 

 

A invasão e a lise celular, mecanismos extremamente bem sucedidos em protozoários 

do filo Apicomplexa, são os principais eventos responsáveis pela patogênese da neosporose. A 

rápida multiplicação intracelular de taquizoítos de N. caninum permite sua disseminação pelo 

organismo, o que pode causar morte celular com consequentes lesões necróticas. (BUXTON, 

McALLISTER e DUBEY, 2002; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; LI et al., 2015). 

N. caninum provoca doença clínica importante em cães e bovinos, apesar da ampla variedade 

de espécies acometidas pelo parasito (DUBEY, J. P., 2003). Alguns fatores são responsáveis 

pelas manifestações clínicas da neosporose, entre eles, o local do encistamento do parasito, 

sendo o cérebro um dos órgãos mais afetado (DUBEY et al., 2004; ELSHEIKHA et al., 2013).  

 A neosporose canina é reconhecida, principalmente, por causar doença neuromuscular 

em cães. A infecção causa encefalite, polimiosite podendo progredir para a paralisia, sendo a 

paralisia dos membros posteriores o sinal mais consistente da neosporose neonatal (BUXTON; 

MCALLISTER; DUBEY, 2002; DUBEY e SCHARES, 2011). Outros sinais clínicos que po-

dem aparecer são paralisia da mandíbula e de nervos faciais, dificuldade de deglutição, atrofia 

muscular, alterações oculares, convulsões e falência cardíaca (REICHEL; ELLIS, 2009; 

DONAHOE et al., 2015; MANN et al., 2016). Também pode ocorrer manifestação sub-clínica 

persistente sendo que, nesses casos, há uma reativação da infecção durante processos de imu-

nossupressão ou gestação, que por sua vez resulta em transmissão placentária para o feto (DU-

BEY et al., 2002; TAQUES et al., 2016).  

N. caninum é considerado um dos parasitos que mais causa falhas reprodutivas em bo-

vinos em todo o mundo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; COSTA et. al., 2012; 

CERQUEIRA-CEZAR et. al., 2017). Há evidências de que ativação de resposta imune do tipo 

Th1 pelo parasito na interface materno-fetal prejudique a gestação, além de ocasionar danos na 

placenta que interrompem o fornecimento de nutrientes (DUBEY et al., 1992; WILLIAMS et 
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al., 2000; INNES et al., 2005). Sabe-se que vacas soropositivas possuem maior probabilidade 

de abortar do que vacas soronegativas, o que sugere a reativação da infecção (LINDSAY; DU-

BEY, 2020). Casos de reabsorção ou mumificação ocorre nos primeiros meses de gestação, já 

o aborto é mais comum entre o 5º e 7º mês de gestação (DUBEY; LINDSAY, 1993). Em casos 

de infecção no terceiro trimestre de gestação, bezerros cronicamente infectados podem nascer 

saudáveis ou apresentarem sinais clínicos como ataxia, paralisia de membros posteriores, dimi-

nuição de reflexos patelares, assimetria nos olhos e perda de consciência (DUBEY, 2003;  

INNES et al., 2005;  WILLIAMS et al., 2007;   DONAHOE et al., 2015; LINDSAY; DUBEY, 

2020). Ocasionalmente, animais infectados com N. caninum apresentam defeitos congênitos 

como hidrocefalia e estreitamento da medula espinhal (LINDSAY; DUBEY, 2020). Em bovi-

nos adultos, a perda de peso é o sinal clínico mais evidente, principalmente, em bovinos de 

corte (BARLING et al., 2000).  

 

1.4 Epidemiologia e controle da neosporose 

 

A neosporose possui ampla distribuição mundial, com relatos de sua presença em vários 

países como Estados Unidos, Canadá, Costa Rica, África do Sul, Austrália, Brasil, Japão, Suíça 

entre outros (ANVARI et al., 2020). No Brasil, encontra-se distribuído em vários estados, sendo 

relatada a ocorrência do parasito ou soropositividade ao parasito em caninos, bovinos, ovinos e 

aves (CERQUEIRA-CÉZAR et. al, 2017).  

Os canídeos são os hospedeiros definitivos de N. caninum e possuem grande importân-

cia epidemiológica, pois liberam oocistos no meio ambiente.  A soroprevalência global de N. 

caninum em cães, de acordo com Anvari e colaboradores (2020) foi de 17,14% entre 1990 e 

2018. A prevalência foi demonstrada por região, sendo que as Américas possuem uma preva-

lência de 15,15%, África de 26,59%, Europa de 17,94%, Mediterrâneo 23,31%, Sul da Ásia 

7,70% e Pacífico 18,52% (BRYCE et al., 2005). Cães domésticos são potenciais transmissores 

da neosporose para bovinos por serem utilizados como ferramentas na criação de gado. Porém, 

alguns estudos indicam que canídeos selvagens, como lobos, raposas e coiotes, habitam as áreas 

de pastagens e atuam como transmissores da neosporose para bovinos de corte e de leite (KING 

et al., 2010; ALMERIA, 2013). Além disso, estudos demonstram que cães de áreas rurais pos-

suem maior prevalência da neosporose (20 a 97%) do que cães de área urbana (7 a 26%), pro-

vavelmente devido a exposição desses cães com carcaças, anexos placentários e fetos abortados 
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infectados com N. caninum (FERNANDES et al., 2004; MINEO et al., 2004; KING et al., 2012; 

CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). 

N. caninum possui grande importância na agropecuária, principalmente na criação de 

bovinos, devido à queda na produção de leite e de carne de animais infectados (DUBEY; 

SCHARES, 2011;  REICHEL et al., 2013). A queda na produção de leite está relacionada com 

abortos, morte fetal, reabsorção fetal, retorno de cio e aumento do intervalo entre partos 

(TREES et al., 1999). Estima-se uma perda econômica mundial de até 2,4 bilhões de dólares 

por ano em decorrência de abortos provocados por N. caninum (REICHEL et al., 2014). No 

Brasil a soroprevalência da neosporose varia entre 2,5 a 14,9% em bovinos de corte e de 14,1 

a 34,8% em bovinos de leite com alta expressividade no estado Minas Gerais, Paraná, Rio 

Grande do Sul e Santa Catarina (CORBELLINI et al., 2006; GUEDES et al., 2008; BRUHN et 

al.,  2013; REICHEL et al., 2013; CERQUEIRA-CÉZAR et. al, 2017; MACEDO et al., 2017). 

Um dos obstáculos para o controle da neosporose é que o fato das infecções serem perenes, ou 

seja, pode haver reagudização da infecção. Estima-se que 95% dos fetos infectados são de ges-

tações em que as vacas eram previamente positivas para N. caninum (DUBEY; SCHARES; 

ORTEGA-MORA, 2007; REICHEL et al., 2014). 

Vários fatores influenciam na prevalência da neosporose, entre eles estão o número de 

gestações, presença de cães na fazenda, idade do gado, número de oocistos ingeridos, etapa da 

gestação em que contraiu a doença e resposta imunológica (GOODSWEN; KENNEDY; EL-

LIS, 2013). A prevenção da neosporose é o melhor meio de contenção da doença. Algumas 

medidas podem ser tomadas para evitar a transmissão do parasito. Em relação aos bovinos, é 

importante restringir o acesso de cães nas proximidades do rebanho para evitar a contaminação 

ambiental por oocistos presentes nas fezes desses animais, sacrificar animais infectados, sele-

cionar animais soronegativos para a substituição de animais infectados, manter a biossegurança 

ideal e um bom manejo para evitar estresse, o qual pode favorecer a imunossupressão (WILLI-

AMSN; TREES, 2006; MARUGAN-HERNANDEZ, 2017; LINDSAY; DUBEY, 2020). Tam-

bém, faz-se necessário a investigação sorológica de novilhas com potencial reprodutor e a uti-

lização de transferência de embriões de uma fêmea soropositiva a receptoras soronegativas para 

diminuir a ocorrência de transmissão vertical (BAILLARGEON et al., 2001; LANDMANN et 

al., 2002; REICHEL et al., 2014; HORCAJO et al., 2016).  Em relação aos cães, é necessário 

evitar a reprodução de cadelas soropositivas, eliminar a alimentação dos cães com carne ou 

vísceras cruas e impedir o contato com rebanho bovino (REICHEL et al., 2014). 
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Além da prevenção, outras estratégias já foram testadas para o controle da neosporose 

como o tratamento com parasiticida e vacinação (REICHEL; ELLIS, 2009; HEMPHILL; 

AGUADO-MARTINEZ; MULLER, 2016; MANSILLA; CAPOZZO, 2017). O tratamento 

com coccidiostático toltrazuril retarda a propagação de taquizoítas, porém precisa da participa-

ção das células T do hospedeiro para controlar a infecção (SYED-HUSSAIN et al., 2015). E, a 

única vacina comercial inativada, a Bolivis NeoguardTM (Intervet International B.V., Boxmeer, 

The Netherlands) foi retirada do mercado por baixa eficácia (WESTON; HEUER; 

WILLIAMSON, 2012). Atualmente, a melhor opção de controle é desenvolver uma vacina que 

previna o aborto e a transmissão transplacentária (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). 

Devido à grande importância econômica da neosporose e estratégias terapêuticas mal 

sucedidas, trabalhos têm sido desenvolvidos para prevenir e tratar a neosporose. Esses estudos 

englobam vacinas com o parasito inativado (ROJO-MONTEJO et al., 2009), uso de subunida-

des nativas (MOORE et al., 2011; MANSILLA et al., 2012), antígenos de N. caninum recom-

binantes (HEMPHILL et al., 2013;  UCHIDA et al., 2013) e vacinas utilizando o parasito vivo 

(ROJO-MONTEJO et al., 2009;  WEBER et al., 2013). No entanto, nenhum desses produtos 

foi liberado. Assim, as vacinas de nova geração, as quais utilizam proteínas recombinantes, 

DNA ou vacinas vetorizadas, tornaram-se a principal linha de pesquisa em desenvolvimento 

por serem fáceis de fabricar e seguras. Essas vacinas experimentais são projetadas para bloquear 

processos específicos e ativar uma resposta imunológica direcionada que impeça a proliferação 

de parasitos. O principal obstáculo é a pré-seleção de candidatos que confiram proteção 

imunológica. Os candidatos mais estudados foram proteínas envolvidas no ciclo lítico, na 

adesão/invasão de células hospedeiras, na formação de vacúolos parasitóforos, proteínas de 

superfície, proteínas secretadas por micronemas, roptrias e grânulos densos. Além disso, para 

que  sejam eficazes, é necessário a combinação com adjuvantes que intensifiquem a resposta 

imune como, por exemplo, a fusão com ligantes do receptor TLR (HEMPHILL et al., 2016; 

MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). 

 

1.5 Mecanismos da resposta imune induzida por N. caninum 

 

N. caninum é um protozoário intracelular obrigatório, portanto, os mecanismos proteto-

res contra o parasito envolvem tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. A resposta imune 

é semelhante a de outros parasitos intracelulares, em que a imunidade mediada por células é 

fundamental para a redução da replicação de N. caninum (INNES et al., 2002; HEMPHILL, 
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AGUADO-MARTÍNEZ E MÜLLER, 2016). De acordo com estudos in vivo e in vitro, as res-

postas imunes protetoras contra a infecção por N.caninum são tipicamente dependentes de um 

perfil Th1, mediado pela produção de citocinas pró-inflamatórias IL-12 e interferon-γ (IFN- γ) 

(DONAHOE et al., 2015; HECKER et al., 2015). 

A primeira linha de defesa do hospedeiro são as junções intercelulares que fazem uma 

barreira física para impedir a entrada do parasito. Os enterócitos, ao serem infectados, secretam 

moléculas citotóxicas como o óxido nítrico (NO) e citocinas como a IL-15 que ativam células 

natural killer (NK) a produzirem interferon-γ (IFN- γ) e quimiocinas que recrutam polimorfo-

nucleares, macrófagos e células dendríticas (DONAHOE et al., 2015; BARROS et al., 2019). 

Essas células atuam como células apresentadoras de antígenos (APCs), as quais possuem re-

ceptores de reconhecimento padrão (PRRs) que identificam padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) do parasito e desencadeiam uma resposta pró-inflamatória (MINEO et al., 

2010; THAISS et al., 2016; MANSILLA CAPOZZO, 2017).  

Os PRRs desempenham um importante papel na ativação do sistema imune durante a 

infecção por N. caninum, sendo os receptores do tipo Toll os mais descritos na literatura (VI-

JAY, 2018). TLRs ativam moléculas adaptadoras, principalmente MyD88, que por sua vez in-

duz a transcrição de fatores e via de sinalização, como NF-κB e MAPK respectivamente, os 

quais são responsáveis por estimular a produção de mediadores pró-inflamatórios como IL-12 

e IFN- γ (MINEO et al., 2009b). Já foi demonstrado em estudos com camundongos genetica-

mente deficientes em TLR2 que há uma queda na produção de IL-12 e IFN- γ e, consequente-

mente, um aumento da mortalidade de animais infectados com N. caninum. Portanto, ocorre 

uma polarização da resposta imune para o perfil Th1 via TLR2 (MINEO et al., 2010). Também, 

foi observado que a produção de interferon do tipo I (IFN-α e IFN-β) é importante para estimu-

lar a resposta imune do hospedeiro e inibir a replicação parasitária. O estímulo dessa citocina 

ocorre por reconhecimento do RNA do parasito via TLR3, a qual é dependente da molécula 

adaptadora TRIF que, por sua vez, ativa fatores regulatórios de interferon (IRFs) (BEITING et 

al., 2014; MIRANDA et al., 2019; MOTA et al., 2019).  

Outros receptores também são importantes para a ativação da resposta imune inata, 

sendo eles, receptores semelhantes a NOD (NLRs) localizados no citoplasma. Os principais 

receptores NLRs que atuam durante a infecção por N. caninum são NOD-2 e NLRP3 (ZAM-

BONI; LIMA-JUNIOR, 2015; DAVOLI-FERREIRA et al., 2016). A via ativada por NOD-2 

auxilia no controle parasitário de N. caninum, mas pode gerar uma intensa resposta inflamatória 

que pode auxiliar na patogêne e até morte do hospedeiro. Já o receptor NLR3, participa da via 
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do inflamassoma, que é um complexo multimérico de proteínas montado a partir da detecção 

de componentes microbianos ou por estresse, induzindo uma resposta inflamatória com produ-

ção de IFN-γ através da clivagem de pró-IL1-β e pró-IL-18 em citocinas biologivamente ativas, 

limitando, assim, o crescimento parasitário (DAVOLI-FERREIRA et al., 2016; WANG et al., 

2018). 

Além dos altos níveis de IL-12 estimular a diferenciação de células T CD4+ em subpo-

pulações Th1 produtoras de citocinas pró-inflamatórias, esta citocina estimula a ativação de 

células NK e células TCD8+ que lisam células infectadas com formas taquizoítas e secretam 

altos níveis de IFN- ativando por sua vez macrófagos que eliminam as células infectadas atra-

vés de mecanismos mediados por intermediários reativos de nitrogênio e espécies reativas de 

oxigênio, que bloqueiam o metabolismo do parasito, impedindo a sua sobrevivência (MINEO 

et al., 2010; MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011; MURRAY; WYNN, 2011; 

HEMPHILL, 2016;  BARROS et al., 2019). 

Durante a infecção por N. caninum, é importante que haja um balanço entre as respostas 

dos tipos Th1, Th2 e Treg para que, desse modo, não cause lesões teciduais exacerbadas 

(AGUADO-MARTINEZ et al., 2016). Células do tipo Th2 podem liberar citocinas anti-infla-

matórias, como IL-4 e IL-6, e células T reg liberam as citocinas IL-10 e TGF-β. Essas citocinas 

promovem um balanço com a produção de citocinas Th1 e ajudam a alcançar a homeostasia do 

hospedeiro (ALMERIA et al., 2014; REGIDOR-CERRILLO et al., 2014). 

A resposta imune humoral também possui um papel importante na infecção por N. ca-

ninum (TEIXEIRA et al., 2005; ALMERIA; SERRANO-PEREZ; LOPEZ-GATIUS, 2017). A 

ativação de células B por citocinas como IFN- e IL-4 auxiliam na produção e mudança de 

isotipos de anticorpos. Estes, por sua vez, são capazes de neutralizar, opsonizar e ativar o com-

plemento com a função de limitar a replicação de formas taquizoítas de N. caninum (BARTLEY 

et al., 2013; AGUADO-MARTINEZ et al., 2016). Em estudos com camundongos, foi possível 

observar que a resposta imune do tipo Th1 com a produção de IFN- induz a síntese de anticor-

pos da subclasse IgG2, enquanto que a resposta imune do tipo Th2 com a secreção de IL-4 

favorece a produção de anticorpos da subclasse IgG1 (ROJO-MONTEJO et al., 2009). O ba-

lanço entre Th1/Th2 é necessário para limitar a infecção e gerar homeostasia. 
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1.6 Gene 3 induzido pelo vírus Epstein-Barr (EBI3) 

 

Gene 3 induzido pelo vírus Epstein-Barr (EBI3) foi identificado pela primeira vez em 

1996, a partir da indução de sua expressão em linfócitos B infectados pelo vírus Epstein-Barr 

(DEVERGNE et al., 1996). A proteína codificada por esse gene é uma glicoproteína secretada, 

a qual faz parte da família de hematopoietina associada à subunidade p40 da IL-12. Essa pro-

teína pode formar citocinas heterodiméricas, a qual quando combinada com IL-12p35 forma 

IL-35 e quando combinada com IL-27p28 forma a IL-27. Tanto IL-35 quanto IL-27 pertencem 

à família de citocinas IL-6/IL-12 e carecem de ligação dissulfeto, sendo portanto, menos está-

veis e secretadas em menor quantidade do que os membros da família ligados a dissulfeto, como 

IL-12 e IL-23 (WIRTZ et al., 2005; COLLISON et al., 2007; KUCHROO, 2012; VIGNALI; 

2012; FUJITA, 2013;).  

A IL-35 é um heterodímero de cerca de 75 kDa descoberto em 1997 (DEVERGNE et 

al., 1997). Porém, apenas em 2007 foi revelado sua função e relevância fisiológica, a qual apre-

senta semelhanças à estrutura de IL-12, IL-23 e IL-27. A IL-35 pode ser produzida por células 

T reguladoras, células B e células TCD8+  e sinaliza por via dos receptores gp130 e 12Rβ2 

(COLLISON et al., 2007; COLLISON; VIGNALI, 2012). Possui propriedades anti-inflamató-

rias, com o mecanismo predominante de suprimir a proliferação de células T e converter células 

T näives em células T produtoras de IL-10 (PFLANZ et al., 2002; COLLISON et al., 2012; 

JENSEN et al., 2017).  

IL-27p28 foi eventualmente reconhecido no final dos anos 90 através de uma aborda-

gem computacional para identificar novas citocinas da família IL-6 (PFLANZ et al., 2002). É 

produzida por uma variedade de células, como macrófagos e células dendríticas, em resposta a 

ligantes de TLRs e citocinas pró-inflamatórias e sinaliza via receptor de IL-27, o qual é com-

posto por IL27Rα e gp130 (PFLANZ et al., 2004; KALLIOLIAS; GORGON; IVASHKIV, 

2010; MASCANFRONI et al., 2013). Esses receptores estão presentes, principalmente, em lin-

fócitos T CD4+ näives e células dendríticas, mas podem ser encontrados em células B e mielói-

des. A IL-27 possui efeitos tanto pró-inflamatórios quanto anti-inflamatórios. Promove a ex-

pressão de citocinas IL-10 e IFN-γ, limita a produção de IL-17 por células TCD4+ e células NK. 

Em mastócitos e eosinófilos, a IL-27 pode promover respostas pró-inflamatórias, aumentando 

a expressão de IL-1, TNF-α e IL-6, já em neutrófilos, a IL-27 limita a secreção de citocinas IL-

6 e IL-12p40 (VILLARINO; HUANG; HUNTER, 2004; POT et al., 2011) 
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Estudos mostram que a IL-27 previne a resposta inflamatória induzida por Th1, Th2 ou 

Th17. A IL-27 pode inibir diretamente os fatores de transcrição GATA3 e RORγT, suprimindo 

assim os linfócitos Th2 e Th17 (LUCAS; GUILARDI; SAUVAGE, 2003; HUNTER; KASTE-

LEIN, 2012).  Também induz a polarização para células Tr1 e é capaz de induzir a sinalização 

de STAT 1 e STAT3, que eventualmente leva ao aumento da secreção de IL-10, cujo efeito 

promove a supressão de células efetoras (POT et al., 2009; HALL et al., 2012) Além disso, 

antagoniza a produção de IL-12, necessária para manutenção do perfil Th1 e induz a expressão 

da molécula PD-L1 (HIRAHARA et al., 2012). Em relação às células dendríticas, sabe-se que 

a IL-27 estimula a expressão da molécula CD39, desse modo, promove a conversão de ATP em 

metabólitos ADP ou AMP. Esses metabólitos inibem a inflamação por inibição da produção de 

IL-1β (MASCANFRONI et al., 2013). Além disso, as células B ativadas são induzidas por IL-

27 a expressar T-bet, assim ocorre a troca de isotipo para IgG2a (TAKEDA et. al., 2003).    

Embora não haja relatos sobre as especificidades envolvendo EBI3 na infecção por Ne-

ospora caninum em camundongos, já foram realizados estudos com protozoários, tais como, 

Trypanossoma cruzi, Leishmania infantum e Toxoplasma gondii (QUIRINO et al., 2016; ME-

DINA et al., 2017; PARK et al., 2019) . Medina e colaboradores, usando camundongos IL27 

Rα-/- demonstraram que a IL-27 suprime a atividade das células Th1 e a produção de IFN-γ, 

reduzindo os danos durante a infecção por Trypanossoma cruzi. Já em estudos com Leishmania 

infantum, observou-se que a IL-27 é uma citocina reguladora que impulsiona a suscetibilidade 

do hospedeiro para a infecção (QUIRINO et al., 2016). Parque e colaboradores (2019) demons-

traram que a IL-27p28 pode atuar como regular negativo das respostas imunes humoral e celular 

durante a toxoplasmose. Nesse estudo, os pesquisadores compararam as respostas de camun-

dongos transgênicos e geneticamente deficientes em IL27p28 durante a infecção por T. gondii 

e observaram que tanto a superexpressão como a deficiência em IL-27p28 resultam em maior 

suscetibilidade ao parasito com redução da população de células T efetoras, inibição dos títulos 

de anticorpos específicos e falha no controle da replicação do parasita no sistema nervoso cen-

tral. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A neosporose é uma doença que apresenta grande importância econômica, principal-

mente na bovinocultura, por gerar perdas econômicas relacionadas à reprodução. Esta doença 

tem requerido atenção especial de produtores e médicos veterinários por causar abortos, queda 

na produção de leite de animais soropositivos, infertilidade associada à mortalidade fetal e re-

absorção, repetição de cio, gastos com reposição de animais e assistência veterinária (REICHEL 

et al., 2013). Além disso, causa vários sinais clínicos em cães (DUBEY; SCHARES, 2011). 

Devido à grande importância da neosporose, cada vez mais há pesquisas direcionadas para en-

tender o mecanismo, o controle, a prevenção e o tratamento dessa infecção.  

Vários estudos com modelos murinos, inclusive com camundongos geneticamente de-

ficientes, vem sendo utilizados para compreender a resposta imune do hospedeiro durante a 

infecção por N. caninum. Sabe-se que a resposta do tipo Th1 com o envolvimento da proteína 

adaptadora MyD88 e consequente produção de IFN-γ é essencial para o controle da replicação 

parasitária. Outros fatores envolvidos na proteção do hospedeiro também já foram elucidados, 

como complexo inflamassoma e participação de citocina IFN tipo I (MINEO et al., 2010; MI-

RANDA et al., 2019). Neste sentido, pesquisas relacionadas com outros mediadores inflama-

tórios e anti-inflamatório são importantes para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas. 

Desse modo, observando que a resposta imune contra N. caninum é predominante do 

tipo Th1, que há falta de estudos que abordem o papel de EBI3 durante a infecção e observado 

a importância do mesmo em infecções por protozoários intracelulares, principalmente como 

supressor na imunopatogênese de diversas doenças inflamatórias, EBI3 faz-se um excelente 

alvo para estudo (QUIRINO et al., 2016; MEDINA et al., 2017; PARK et al., 2019); LINDSAY; 

DUBEY, 2020). 

Nesse sentido, considerando a necessidade de melhor compreender a participação de 

citocinas durante a infecção por N. caninum e visto importância cada vez mais reconhecida de 

EBI3 na interação parasito-hospedeiro e na modulação da resposta imune do hospedeiro frente 

a inúmeros patógenos, este trabalho é proposto com a finalidade de avaliar as respostas imunes 

celulares e humorais para melhor compreender os mecanismos imunológicos desencadeados 

pelo protozoário N. caninum, com a intenção de se desenvolver medidas profiláticas que auxi-

liem no controle da infecção causada por este protozoário e de seus efeitos deletérios a bovino-

cultura. 

https://d.docs.live.net/ab4c5a619a7bc34f/Documentos/Tese%20de%20doutorado%20Deus/Rascunho.docx#_ENREF_26
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Com isso, seria possível o desenvolvimento de métodos preventivos e terapêuticos efi-

cazes contra a neosporose, visando aumentar os escores reprodutivos na criação destes rumi-

nantes e induzindo, por consequência, melhorias de rendimento e competitividade externa neste 

importante setor da economia nacional. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o papel do Gene 3 induzido pelo vírus Epstein-Barr (EBI3) durante a infecção expe-

rimental de camundongos pelo protozoário Neospora caninum. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 

− Avaliar o papel de EBI3 na produção in vivo e in vitro de citocinas durante a fase aguda da 

infecção por N. caninum;  

 

− Verificar a relevância de EBI3 na produção de óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio 

durante a fase aguda da infecção por N. caninum;  

 

− Analisar a carga parasitária de animais WT e EBI3-/- na fase aguda e crônica da infecção 

por N. caninum; 

 

− Avaliar a inflamação tecidual durante as fases aguda e crônica da infecção por N. caninum; 

 

− Avaliar o papel de EBI3 na sobrevida e morbidade de camundongos frente à infecção; 

 

− Quantificar a produção de anticorpos séricos antígeno-específicos da classesIgG e suas 

subclasses IgG1 e IgG2a em camundongos do tipo selvagem e geneticamente deficiente em 

EBI3 infectados experimentalmente. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais  

 

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes em EBI3 

(EBI3-/-), com seis a oito semanas de idade, foram obtidos e mantidos na Rede de Biotérios de 

Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), em ambiente com tempera-

tura controlada (22 ±2ºC), sem restrição de água e alimento. Todos os procedimentos seguiram 

as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA) e foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais 

(CEUA/UFU) sob o protocolo de número 109/16 (ANEXO 1). 

 

4.2 Delineamento experimental  

 

Com o objetivo de avaliar a importância de EBI3 na resistência do hospedeiro, foram 

realizadas análises das fases aguda e crônica da infecção. Para tanto, animais WT e EBI3-/- (5 

camundongos / grupo) foram infectados via intraperitoneal (i.p.) com a dose sub-letal de 5x106 

taquizoítos de N. caninum (isolado NcLiv). Também foram coletadas as mesmas amostras de 

animais não infectados WT e EBI3-/-, as quais serviram como controle de cada experimento. 

Foram coletadas amostras de soro, lavado peritoneal, células do lavado peritoneal e cérebro em 

diferentes tempos de acordo com o padrão de migração temporal do parasito (figura 3A e 3B), 

conforme previamente descrito por Collantes-Fernandez e colaboradores (2006). Além disso, 

foi realizado o desafio de camundongos WT e EBI3-/-, no qual foram infectados via i.p. com 

dose de 1x107 taquizoítos de N. caninum para a ensaio de morbidade e mortalidade (figura 3C). 

A fase aguda da infecção foi analisada por quantificação de citocinas, dosagem de NO, 

dosagem de ROS e análise da carga parasitária após 1 e 3 dias de infecção. A quantificação de 

citocinas (IFN-γ e IL12p40) em soro e lavado peritoneal foi realizada utilizando ensaio imuno-

enzimático ELISA de captura. O NO foi dosado por kit comercial em amostras de lavado peri-

toneal. Já para a dosagem de ROS utilizou-se sonda de marcação para células do lavado perito-

neal. Também foi realizado a análise da carga parasitária por PCR em tempo real (qPCR) em 

células do lavado peritoneal. Adicionalmente, foi realizado o ensaio in vitro de esplenócito para 

quantificação de IFN-γ após 72 horas de infecção. 
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Já a fase crônica da infecção foi analisada por quantificação da carga parasitária por 

qPCR, bem como, por análise histológica por hematoxilina e eosina de tecido cerebral após 30 

dias de infecção. A produção cinética de imunoglobulinas específicas foi avaliada em amostras 

sorológicas por método imunoenzimático ELISA indireto (IgG total, IgG1 e IgG2a).  

Por fim, foi realizado o desafio de camundongos WT e EBI3-/-, no qual foram infectados 

via i.p. com dose de 1x107 taquizoítos de N. caninum. Após a inoculação, esses animais foram 

acompanhados diariamente por sinais clínicos, como morbidade (alteração no peso corporal) e 

mortalidade durante 30 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Tempos de coleta de material para a realização dos experimentos. Animais WT 

e EBI3-/- foram infectados com 5x106 taquizoítos de N.caninum para coleta de material para 

análise da fase aguda e crônica da infecção (A) e para a coleta de soro para dosagem de anti-

corpos (B). Animais WT e EBI3-/- foram infectados com 1x107 taquizoítos de N.caninum para 

análise de morbidade e mortalidade (C). 
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4.3 Cultivo de células HeLa e parasitos N. caninum 

 

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

em frascos de cultura celular com meio RPMI 1640 (Life Technologies Corporatin, Carlsbad, 

EUA), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), 2mM de L-glu-

tamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco)  e 100 

U/mL de penicilina (Gibco), em atmosfera de 5% CO2 a 37°C até atingirem a confluência (Du-

bey et al., 1988).  

Posteriormente, as células foram desaderidas com EDTA 0,1mM e o sobrenadante foi 

centrifugado a 400 x g por 10 minutos a 4ºC. O sedimento foi ressuspendido em meio RPMI 

1640 com 10% de SFB e utilizado para o inóculo de novas garrafas de células HeLa, as quais 

foram infectadas com taquizoítos de N. caninum do isolado Nc-Liv (BARBER et al., 1995) e 

mantidas em passagens regulares (48-72 horas) nas mesmas condições anteriormente descritas 

para células, exceto pela adição de SFB.   

 Em seguida, o sobrenadante contendo os parasitos livres foi coletado e centrifugado a 

800 x g por 10 minutos a 4ºC. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura 

RPMI 1640 sem adição de SFB e contados em câmara hemocitométrica (Neubauer) com a adi-

ção de Azul de Tripan 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) para a identificação dos 

parasitos viáveis a serem utilizados em experimentos in vivo ou in vitro. Os parasitos restantes 

foram lavados duas vezes com solução salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2) a 

800 x g por 10 minutos a 4ºC e o sedimento parasitário foi armazenado a –20 °C até a preparação 

do antígeno solúvel de N. caninum. 

 

4.4 Preparação de antígeno solúvel de N. caninum 

 

O antígeno solúvel de N. caninum (NLA) foi preparado de acordo com métodos já des-

critos por Silva et al. (2007). Resumidamente, as suspensões parasitárias foram tratadas com 

coquetel de inibidores de proteases (Complete Mini, Roche, Alemanha) e submetidas a lise 

celular por dez ciclos rápidos de congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento em 

banho-maria a 37°C, seguido de sonicação durante cinco minutos a 60 Hz em banho de gelo. 

Posteriormente, parasitos lisados foram centrifugados (10.000 x g, 30 min, 4 °C), o sobrena-

dante foi coletado e a sua concentração proteica determinada pelo método de Bradford (Sigma 
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Chemical Co., St. Louis, EUA). Alíquotas de NLA foram armazenadas a –20 °C, até sua utili-

zação em reações imunoenzimáticas (ELISA).  

 

4.5 Cultura de esplenócitos  

 

Os baços de animais naive WT e EBI3-/- foram coletados e macerados em cell strainer 

para obtenção de suspensões celulares, as quais foram lavadas e centrifugadas (400 x g, 10 

minutos, 4ºC) em meio RPMI. O sedimento resultante foi ressuspendido em 1 mL de tampão 

de lise de hemácias (0.16 M NH4Cl e 0.17 M Tris-HCl [pH 7,5]) para cada baço e, em seguida, 

incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Após a incubação, a suspensão celular foi 

lavada duas vezes (400 x g, 10 minutos, 4ºC) com meio RPMI 1640 suplementado com HEPES 

(25 mM), penicilina G (100U/mL), estreptomicina (100 µg/mL), L- glutamina (2 mM), 2-βmer-

captoetanol (50 mM) e 10% de SFB. O sedimento final foi ressuspendido em meio RPMI su-

plementado e realizou-se a contagem de células viáveis em câmara hemocitométrica, usando o 

corante de exclusão vital azul de Tripan a 0,4% em PBS. A suspensão celular obtida foi culti-

vada em placas de cultura de 96 poços em quintuplicata (2x105 células/poço/200 μL) e infecta-

das por taquizoítos de N. caninum (MOI 0,5) ou mantidos apenas como meio de cultura para 

servirem como controle da reação. As células foram incubadas a 37 ºC com 5% de CO2. Após 

72 horas, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 ºC para posterior análise de IFN-γ. 

 

4.6 Determinação da produção de citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

As concentrações das citocinas IL-12p40 e IFN-γ foram mensuradas em amostras de 

soro, lavado peritoneal e sobrenadante de cultura de esplenócito por Kits de ELISA comerciais, 

conduzidos de acordo com protocolos recomendados pelo fabricante (BD Biosciences, San Di-

ego, EUA). 

Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade de 96 poços (Corning Laboratories 

Inc., New York, EUA) foram revestidas com anticorpo de captura específico para cada citocina 

e incubadas overnight a 4ºC. Posteriormente, foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a 

0,05% (PBS-T) e realizado bloqueio de sítios inespecíficos com 10% de SFB em PBS 0,01M 

(ph 7,2) por uma hora. Em seguida, foram adicionadas as amostras a serem testadas e curvas 

padrões com concentrações conhecidas em diluições dupla-seriadas, as quais ficaram incubadas 

por duas horas a temperatura ambiente. Após o período de incubação, as placas foram lavadas 
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com PBS-T e incubadas com anticorpos de detecção anti-citocinas murinas conjugadas com 

biotina e acrescidos de estreptavidina-peroxidase por uma hora a temperatura ambiente. Poste-

riormente, as placas foram lavadas com PBS-T e reveladas com o substrato enzimático (H2O2 

a 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]) seguido pela adição de ácido sulfúrico 2M para bloquear 

a reação. A densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de placa (SpectraMax M2e, Mo-

lecular Devices, EUA) a 450 nm. A concentração final das citocinas foi determinada a partir de 

curvas padrão com concentrações conhecidas de proteínas recombinantes e os valores foram 

expressos em pg/mL, observando os respectivos limites de detecção para cada ensaio: IL12p40 

(15,6 pg/mL) e IFN-γ (4,1 pg/mL). 

 

4.7 Determinação da produção de óxido nítrico (NO)  

 

A dosagem indireta de NO em lavado peritoneal de camundongos WT e EBI3-/- infecta-

dos com 5x106 taquizoítos de N. caninum foi determinada a partir de kit comerciais (R&D 

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

Um volume de 50μL de amostra foi acrescentado à 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 37 ºC. A reação foi desenvolvida por detecção colorimétrica utilizando rea-

gente de Griess após incubação por 10 minutos a temperatura ambiente. A densidade óptica 

(DO) foi determinada em leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA) a 540 

nm com correção de 690 nm. A concentração de nitrato/nitrito para cada amostra foi estimada 

em relação a curva padrão de acordo com as instruções do fabricante. O limite de detecção do 

ensaio é de 0.78 umol/L.  

 

4.8 Determinação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

 

Células do lavado peritoneal de animais WT e EBI3-/- infectados com 5x106 taquizoítos 

de N. caninum por um dia ou três dias foram coletadas e plaqueadas (1x105 células/poço) em 

placa escura de 96 poços. Também foram coletadas e plaqueadas células do lavado peritoneal 

de animais WT e EBI3-/- não infectados que foram utilizados como controle do experimento. 

Posteriormente, foram incubadas com a sonda de diacetato de 2’, 7’- diclorofluorescina (5µM; 

DCFDA, Sigma-Aldrich) em meio RPMI com 2% de SFB a 37ºC e 5% de CO2 durante 30 

minutos. Em seguida, os poços foram lavados por três vezes com PBS/BSA 2%. A leitura foi 
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realizada com excitação de 488nm e emissão de 535nm em leitor de placa (SpectraMax M2e, 

Molecular Devices, EUA). 

 

4.9 Determinação da carga parasitária por PCR em tempo real (qPCR) 

 

A carga parasitária em amostras de células do lavado peritoneal e tecido cerebral dos 

animais WT e EBI3-/- infectados com N. caninum foi quantificada pela amplificação específica 

de cópias de DNA por meio de Real-time PCR (qPCR-StepOne Plus, Applied Biosys-

tems,EUA) através do sistema de detecção SYBR green (Promega, Madison, EUA) e normali-

zada com gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como previamente descrito (JOHN-

SON; WIDLANSKI,2004).  

Primeiramente, foi adicionado 500 µL de tampão NLB (10mM Tris-HCL, 400 mM 

NaCl e 2mM Na2EDTA, ph 8,2), 16 µL de SDS 10% e 8 µL de solução de proteinase K 

(20mg/mL) em amostras de pellet celular ou em 50mg de tecido e foram incubadas a 50 ºC 

overnight para a extração de DNA genômico. Após a incubação, foi acrescentado 150 µL de 

tampão NaCl 6 M em banho de gelo por 10 minutos com posterior centrifugação a 12000 rpm 

por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado, transferido para ou-

tro tubo e acrescentou-se 800 µL de etanol absoluto. Por fim, o DNA foi coletado e ressuspen-

dido com 150 µL de água livre de nuclease. A concentração de DNA foi determinada por es-

pectrofotômetro UV (20nm; Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e ajustadas para 

40ng/µL com água livre de DNAse (água DEPC).  

A reação foi realizada utilizando primers específicos para o gene Nc-5 de N. caninum 

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

CAT AGA- 5') e GAPDH (Forward: 3 '- CTC GTC CCG TAG ACA AAA TGG-5'; Reverse: 

3 '- AAT CTC CAC TTT GCC ACT GCA - 5'). As reações para os genes Nc5 e  GAPDH foram 

realizadas em tubos separados. Em ambos os casos, a mistura de PCR (volume total de 25 l) 

continha master mix (GoTaq qPCR, Promega, Madison, WI, EUA), 10 pmol de cada primer e 

100 ng e 5 ng de molde de DNA para a sequência de gene de Nc5 e GAPDH, respectivamente. 

As curvas de diluição (fator de diluição x 10) para ambas as sequências foram preparados a 

partir de N. caninum e DNA genômico de camundongos extraído separadamente e usada para 

quantificação absoluta. Todas as amostras foram realizadas em triplicada. A carga parasitária 

foi estimada por meio da extrapolação do número de cópias de DNA de Nc-5 nas amostras 
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comparado com a curva padrão. Os resultados foram expressos em picogramas de DNA do 

parasito / g de DNA total. 

  

4.10 Análise histológica 

 

Amostras de tecido do sistema nervoso central (SNC) de camundongos WT e EBI3-/- 

previamente infectados por 30 dias foram coletadas e fixadas em formol 10% tamponado com 

fosfato por 24 horas à temperatura ambiente, seguido da adição de álcool 70% e submetidas a 

procedimentos padrão de inclusão em parafina. Após a inclusão, os órgãos parafinizados foram 

seccionados a 5 µm de espessura e depositados em lâminas microscópicas. Em seguida, as lâ-

minas foram desparafinizadas e hidratadas para a coloração com Hematoxilina e Eosina (H&E) 

e posterior avaliação de alterações morfológicas teciduais (MINEO et al., 2009). Os cortes fo-

ram fotografados utilizando o microscópio invertido automatizado (FSX100, Olympus, Japão). 

 

4.11 Quantificação de anticorpos específicos por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

Os níveis séricos de IgG específicos de N. caninum e suas subclasses (IgG1 e IgG2a) 

foram mensurados por ELISA indireto a partir de amostras de animais infectados com 5x106 

taquizoítos de N. caninum após 7, 15 e 30 dias e amostras controles, como descrito previamente 

(MINEO et al., 2010).  

A reação foi realizada em microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning Labo-

ratories Inc, New York, EUA) sensibilizadas com antígenos de N. caninum (NLA) na concen-

tração 10 µg/mL diluído em tampão carbonato de sódio 0,06M (pH 9,6), e incubadas por 18 

horas a 4°C. Após o processo de sensibilização, os sítios inespecíficos foram bloqueadas com 

PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) acrescidos de 5% de leite desnatado (Molico, Nes-

tlé, São Paulo, SP) para IgG total e 1% de albumina sérica bovina (BSA – Sigma Chemical Co., 

St. Louis, EUA) para IgG1 e IgG2a por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as 

amostras foram diluídas (1:25) e incubadas a 37ºC durante 1 hora para a detecção de IgG total 

e 2 horas para a detecção de IgG1 e IgG2a. Anticorpos específicos anti-IgG de camundongos 

marcados com peroxidase (1: 1000; Sigma-Aldrich) e anti-IgG1 (1:4000) ou anti-IgG2 de (1: 

2000) de camundongo marcado com biotina (Caltag Lab, EUA) foram incubados por 1 hora a 

37ºC. Para a detecção de IgG1 e IgG2, os poços foram incubadas com estreptavidina-peroxidase 
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(1:1000; Sigma-Aldrich) durante 30 minutos à temperatura ambiente. Entre cada passo, foi re-

alizada a lavagem dos poços com PBS-T. A reação foi desenvolvida com ácido 2,2-azino-bis-

3-etil-benzotiazolina sulfônico (ABTS; KPL, EUA) e a leitura da densidade óptica (DO) foi 

obtida a 405 nm em leitor de placas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA). 

 

4.12 Análise estatística  

 

A análise estatística e a construção dos gráficos foram realizadas utilizando o software 

GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão e as diferenças consideradas estatisticamente significantes 

quando p < 0,05. Dependendo de cada protocolo experimental, os dados foram analisados pelo 

método Two-Way ANOVA com pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni, Teste T ou 

Mann Whitney. Taxas de sobrevida foram estimadas utilizando método de Kaplan-Meier sendo 

a curva de sobrevida comparadas através do teste Log-rank (Mantel-Cox).  

 

4.13 Normas de biossegurança  

 

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biológicos e dos reagentes, 

bem como a utilização dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de bios-

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

 

5.1 EBI3 suprime a indução de mediadores pró-inflamatórios do perfil Th1 durante a 

infeção por N. caninum 

 

Conforme descrito anteriormente por diversos grupos de pesquisa, o perfil de resposta 

imune do tipo Th1 é essencial para o controle da replicação de N. caninum e, consequentemente, 

para a resistência do hospedeiro frente a infecção (MINEO et al., 2010; BARROS et al., 2019; 

MOTA et al., 2019; MIRANDA et al., 2019). Com o intuito de analisar o padrão de resposta 

celular induzido na ausência de EBI3 durante a infecção por N. caninum, mensuramos a produ-

ção dos principais mediadores deste padrão de resposta imune, sendo eles IL-12p40 e IFN-γ 

(Figura 4), em amostras de soro e lavado peritoneal após 1 e 3 dias de infecção. Foi encontrado 

um aumento significativo IL-12p40 em amostras do lavado peritoneal de 1 e 3 dias de infecção 

de camundongos EBI3-/-, porém não foram observadas diferenças significativas desta citocina 

no mesmo período em amostra de soro.  

Em relação ao IFN-γ, também houve aumento de concentração desta citocina em 

camundongos EBI3-/-, sendo estatisticamente relevante em amostras de soro de 1 e 3 dias de 

infecção e lavado peritoneal após 1 dia de infecção. Adicionalmente, como forma de comprovar 

o incremento de produção de IFN-γ em camundongos EBI3-/- infectados com N. caninum, 

realizamos a estimulação in vitro de esplenócitos de camundongos WT e EBI3-/- naive com 

taquizoítas vivos (MOI 0,5; Figura 5) para verificar a produção de IFN-γ após 72 horas. 

Observamos que, assim como em amostras de soro e lavado, a quantidade de IFN-γ produzida 

foi significativamente maior em células advindas de camundognos EBI3-/-.  
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Figura 4: EBI3 regula negativamente a produção de IL-12p40 e IFN-γ por camundongos 

infectados por N. caninum. Camundongos WT e EBI3-/- foram infectados com 5x106 taquizo-

ítos de N. caninum, sendo mensurado a quantidade de IL-12p40 e IFN-γ (A, C) em amostras de 

soro e (B, D) lavado peritoneal, após 0, 1 e 3 dias de infecção. Os valores são expressos como 

média ± SEM, e analisados por meio do teste Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste de 

Bonferroni (*P<0,05, ** P<0,01 e ***P<0,001). 
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Figura 5: A ausência de EBI3 promove o incremento de produção de IFN-γ por esplenó-

citos murinos estimulados com taquizoítas de N. caninum. Esplenócitos de camundongos 

WT e EBI3-/- foram estimuladas com taquizoítos de N. caninum (NcLiv) (MOI 0,5) por 72 horas 

para mensuração da produção de IFN-γ no sobrenadante de cultura. Os valores são expressos 

como média ± SEM, e analisados por meio do teste Two-Way ANOVA seguido pelos pós teste 

de Bonferroni (***P<0,001). 
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5.2 EBI3 reduz a produção de NO e ROS induzida pela infecção por N. caninum 

 

Devido ao aumento de concentração de citocinas indutoras de um perfil de resposta 

imune do padrão Th1 frente a infeção por N. caninum em camundongos EBI3-/-, buscou-se 

determinar os níveis das moléculas efetoras NO e ROS durante a fase aguda da infecção. A 

concentração de NO (Figura 6) foi determinada em amostras de lavado peritoneal de 

camundongos WT e EBI3-/- inoculados com 5x106 taquizoítos, após 1 e 3 dias de infecção. 

Níveis aumentados de NO foram encontrados após 1 dia de infecção na ausência de EBI3, 

corroborando com aumento de IL-12p40 e IFN- observados nos camundongos geneticamente 

deficientes após infecção. A produção de ROS (Figura 7) foi dosada em células do lavado 

peritoneal de animais infectados com 5x106 taquizoítos após 1 e 3 dias de infecção, por meio 

de sonda fluorescente específica (DCFDA). Com base em tal layout experimental, foi 

observado um aumento da intensidade de fluorescência da sonda em células advindas de 

camundongos EBI3-/- após 3 dias de infecção, se comparados aos camundongos WT infectados 

com o mesmo tempo de infecção.  

 

5.3 EBI3 inibe a produção de anticorpos IgG anti-N. caninum 

 

Com o objetivo de se avaliar o envolvimento de EBI3 na resposta imune humoral contra 

N. caninum, a produção de anticorpos IgG (Figura 8A) e suas subclasses IgG1 (Figura 8B) e 

IgG2a (Figura 8C) antígeno-específicos foi mensurada em amostras de soro extraídas de ca-

mundongos WT e EBI3-/- após 7, 15 e 30 dias de infecção. Observou-se que camundongos 

EBI3-/- apresentaram uma maior concentração de IgG total a partir do sétimo dia de infecção, o 

qual apresentou um aumento no 15º dia e se manteve ao 30º dia de infecção, em comparação 

com animais WT. As subclasses IgG também foram avaliadas e, corroborando com os resulta-

dos de encontradas para IgG total, camundongos EBI3-/- produziram maiores concentrações de 

IgG1 e IgG2a após 15 e 30 dias de infecção.  
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Figura 6. Produção de óxido nítrico na fase aguda da infecção por N. caninum. Amostras 

de lavado peritoneal foram obtidas de animais WT e EBI3-/- infectados por 0, 1 e 3 dias com 

5x106 taquizoítos de N. caninum. A análise da concentração de nitrito foi realizada por ensaio 

de Griess. Os valores são expressos como média ± SEM, e analisados por meio do teste Two-

Way ANOVA seguido pelos pós teste de Bonferroni (***P<0,001). 
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Figura 7. Produção diferencial de espécies reativas de oxigênio na fase aguda da infecção 

por N. caninum. Células de lavado peritoneal foram obtidas de animais WT e EBI3-/- infectados 

por 0, 1 , 3 dias com 5x106 taquizoítos de N. caninum e marcadas com sonda para detecção 

específica de ROS (DCFDA). Os valores foram expressos como média de unidades relativas de 

fluorescência (RFU) ± SEM, e analisados por meio do teste Two-Way ANOVA seguido pelo 

pós teste de Bonferroni (***P<0,001). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 
 

0 7 15 30
0.0

0.5

1.0

1.5
WT

EBI3
-/-

***

*** ***

A

Dias após a infecção

D
.O

. 
(4

0
5

n
m

)

IgG total

 

0 7 15 30
0.0

0.5

1.0

1.5
WT

EBI3-/-
***

***

Dias após a infecção

B IgG1

D
.O

. (
4

0
5

n
m

)

 

0 7 15 30
0.0

0.5

1.0

1.5
WT

EBI3-/-

**
**

Dias após a infecção

C IgG2a

D
.O

. 
(4

0
5

n
m

)

 

Figura 8. Cinética da produção de anticorpos IgG antígeno-específicos. Anticorpos antí-

geno-específicos (A) IgG total, (B) IgG1 e (C) IgG2a foram mensurados em camundongos WT 

e EBI3-/- infectados com 5x106 taquizoítos de N. caninum (Nc-Liv). A produção de anticorpos 

foi mensurada após 0, 7, 15 e 30 dias após infecção em amostras de soro obtidas de ambos os 

grupos. Os valores são expressos como DO média ± SEM, e analisados por meio do teste Two-

Way ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni (**P<0,01, ***P<0,001).  
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5.4 EBI3 está diretamente relacionado à susceptibilidade frente N. caninum 

 

Com o objetivo de se determinar o papel de EBI3 no controle da replicação parasitária, 

quantificou-se o número de cópias do locus Nc5 de N. caninum, por meio da técnica de qPCR, 

em amostras de células do lavado peritoneal após 1 e 3 dias de infecção, bem como amostras 

de cérebro colhidas após 30 dias de infecção. Durante a fase aguda da infecção, não foram 

observadas diferenças no parasitismo de células peritoneais advindas de camundongos WT e 

EBI3-/- após 1 (Figura 9A) e 3 dias (Figura 9B) de infecção. Entretanto, foi observado na fase 

crônica da infecção uma redução significativa da carga parasitária do tecido cerebral (Figura 

8C) de camundongos EBI3-/- em relação aos camundongos WT infectados em paralelo.  

Com base nestes resultados, foi verificado o estado inflamatório do sistema nervoso 

central de camundongos WT e EBI3-/- após 30 dias de infecção (Figura 10). A análise histopa-

tológica de secções de amostras de cérebro advindas de ambos os grupos revelou aumento de 

infiltrados inflamatórios de padrão tanto focal como difuso em camundongos EBI3-/- quando 

comparado aos animais do tipo selvagem, conforme observado no incremento significativo 

(*P<0,05) do score inflamatório do grupo de camundongos geneticamente deficientes.  

Por fim, como forma de se demonstrar a relevância de EBI3 para o agravamento da 

infecção, camundongos WT e EBI3-/- foram desafiados com 1x107 taquizoítos viáveis de N. 

caninum. Após o desafio, os animais foram acompanhados diariamente, por 30 dias, para aná-

lise da sobrevida (Figura 11A) e peso (Figura 11B). Observamos que camundongos WT come-

çaram a sucumbir após nove dias de infecção e somente 15% sobreviveram. Em contraste, 

100% dos camundongos EBI3-/- resistiram ao protocolo de infecção descrito. Quanto ao peso 

dos camundongos durante o experimento, foi observado que camundongos WT apresentaram 

perda progressiva do peso corporal entre 0 e 2 dias. Após, observou-se uma pequena recupera-

ção do peso entre 2 e 5 dias. Entre 5 e 6 dias após a infecção, é possível observar uma queda 

abrupta do peso, o qual se mantém entre 6 e 9 pós-infecção. Quanto ao grupo EBI3-/-, houve 

breve recuperação do peso dos animais após 3 dias de infecção, seguida de nova perda de peso 

corpóreo que se estabilizou ao 5 dpi em valores de perda de peso menores que 10% até o final 

do período de observação. 
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Figura 9. Quantificação da carga parasitária em camundongos WT e EBI3-/- infectados 

com N. caninum. Camundongos WT e EBI3 -/- foram infectados via intraperitoneal com 5x106 

taquizoítos de N. caninum e células do lavado peritoneal foram colhidas após 1 (A) e 3 dias (B) 

de infecção e tecido do sistema nervoso central (C) após 30 dias de infecção. Os resultados são 

expressos pela relação entre amplificação do gene Nc5 e gene GAPDH de camundongo 

(controle). Os valores são expressos como média e ± erro padrão da média (SEM) **P<0,01 

(teste de Mann Whiteney). 
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Score inflamatório 

 

                                                                                                                   

 

 

 

 

                                                                                                                 

  

Figura 10. A ausência de EBI3 promove inflamação no cérebro de camundongos durante 

a infecção por Neospora caninum. Análise histológica em amostras de tecido do sistema ner-

voso central após 30 dias de infecção de camundongos WT e EBI3-/- infectados com 5x106 

taquizoítos de N. caninum. As setas indicam locais com a presença de infiltrados inflamatórios. 

(*P<0,05). 
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Figura 11. Deficiência em EBI3 aumenta a resistência do hospedeiro contra a infecção por 

Neospora caninum. Animais WT e EBI3-/- (n= 6 animais/ grupo) foram infectados via 

intraperitoneal com 1x107 taquizoítos de N. caninum. Os animais foram acompanhados por 30 

dias para determinação da (A) sobrevida e (B) perda de peso. Os grupos foram comparados 

usando analise de sobrevivência por Kaplan-Meier, através do teste de log-rank. **P<0.01. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Neospora caninum é o parasita intracelular obrigatório que causa neosporose e tem im-

portância médico-veterinária principalmente por causar paralisia neuromuscular em cães e 

aborto em gado (DUBEY et al., 1988; GOODSWEN et al., 2013). A alta prevalência e impor-

tância econômica da neosporose, principalmente para o Brasil que depende da exportação de 

carne e laticínios, leva a uma necessidade de compreender melhor os mecanismos de resposta 

imune contra o parasita. O acometimento neuromuscular é o principal sintoma da neosporose e 

a resposta do tipo Th1 pelo hospedeiro é importante para limitar a infecção controlando o pa-

rasitismo, mas quando exacerbada pode lesionar o órgão acometido (MINEO et al., 2010; GO-

ODSWEN et al., 2015). Portanto, para o controle eficiente da neosporose, é crucial entender as 

interações entre parasito e hospedeiro.  

O gene EBI3 codifica glicoproteínas que fazem parte tanto de IL-35 quanto de IL-27. 

Vários estudos apontam a IL-35 como uma citocina supressora e indicam o papel duplo de IL-

27, com atividades tanto pró-inflamatórias como anti-inflamatórias na imunopatogênese de di-

versas doenças (COLLISON et al., 2007; GUO; CAO; ZHU, 2019). Também há estudos com 

parasitas intracelulares que sugerem essa imunossupressão, o que leva a um perfil de suscetibi-

lidade à infecção, tornando EBI3 um potencial alvo para terapia (MEDINA et al., 2017; QUI-

RINO et al., 2016; PARK et al., 2019). Observando a importância de EBI3 em diversas infec-

ções com parasitas intracelulares e considerando que não há relatórios descrevendo o seu papel 

durante a infecção por N. caninum, o objetivo deste trabalho foi investigar como a ausência de 

EBI3 afeta o resultado da infecção por N. caninum em modelo murino. 

Nossos resultados demonstram que a molécula EBI3 é um regulador negativo relevante 

na resposta imune contra N. caninum. Observamos que durante a infecção, EBI3 exerce um 

efeito supressor nas células Th1 com diminuição da produção de IFN-γ, NO e ROS. Também 

notamos a diminuição na produção de anticorpos em camundongos do tipo selvagem. Esses 

dados corroboram com o resultado encontrado na análise da carga parasitária e na curva de 

sobrevivência, em que a presença de EBI3 impede o controle eficiente da replicação parasitária 

e, consequentemente, diminui a taxa de sobrevida. 

O desenvolvimento de uma resposta imune Th1 adequada é primordial para a proteção 

contra parasitos intracelulares como N. caninum, principalmente o envolvimento de citocinas 

como IFN-γ (MINEO et al., 2010; FERREIRINHA et al., 2018; MIRANDA et al., 2019) . Desse 

modo, nós avaliamos a capacidade de animais geneticamente deficientes em EBI3 de produzir 
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citocinas envolvidas na resposta protetora contra este parasito. Foi observado que animais EBI3-

/- apresentaram produção aumentada de IL-12p40 e IFN-γ quando infectados por N. caninum 

em comparação com animais WT. Também foi observado a produção elevada de IFN-γ em 

cultura de esplenócito de animais EBI3-/-. A IL-12 é identificada como um potente indutor da 

produção de IFN-γ por células T, NK e outros tipos de linfócitos e como potente indutor da 

diferenciação de células TCD4+ para o perfil de resposta imune do tipo Th1 (TRINCHIERI, 

2003). Além disso, o aumento de IL-12p40 e IFN-γ pode recrutar macrófagos e células dendrí-

ticas e gerar um feedback positivo estimulando mais citocinas pró-inflamatórias (HU et al., 

2013). Nossos resultados corroboram com dados encontrados na literatura, em que o aumento 

de citocinas pró-inflamatórias controlam a replicação parasitária. Já foi demonstrado em estu-

dos com camundongos geneticamente deficientes em TLR2 que uma queda na produção de IL-

12 e IFN- γ ocasiona um aumento da mortalidade de animais infectados com N. caninum. Por-

tanto, ocorre uma polarização da resposta imune para o perfil Th1 via TLR2 (MINEO et al., 

2009; MINEO et al., 2010). Também já foi relatado que camundongos deficientes para MyD88 

apresentaram reduções nos níveis de citocinas pró-inflamatórias em relação ao animal do tipo 

selvagem, quando infectados por N. caninum (MINEO et al., 2009). Estudos recentes demons-

tram que a produção de IFN-I via sinalização TLR3/TRIF em infecções por N. caninum pode 

estimular a produção de IFN-γ, o qual produz resposta imune protetora ao hospedeiro. Estudos 

com T. gondii mostram que a produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente IL-12 e 

IFN-γ, são necessárias para a resistência contra este parasito (GAZZINELLI et al., 1994; SU-

ZUKI et al., 1988). 

Em nosso estudo, observamos o aumento de anticorpos IgG totais e suas subclasses 

IgG1 e IgG2a em animais EBI3-/- em comparação com animais WT. Estudos prévios demons-

tram que a infecção intraperitoneal com taquizoítos de N. caninum em camundongos BALB/c 

induz a secreção de imunoglobulinas específicas, predominantemente dos isotipos IgG2a e 

IgM, e que citocinas como IFN-γ estão relacionadas ao processo de alteração de isotipos de 

anticorpos (TEIXEIRA et al., 2005). Outros estudos também demonstraram que imunizações 

de camundongos com taquizoítos de N. caninum induzem a produção de IgG2a com resposta 

imune predominante Th1, controlando assim, a infecção (HEMPHIL et al., 2013; INNES; 

MATTSSON; 2007). Ferreirinha e colaboradores (2018) observaram que, em imunizações via 

intranasal de camundongos deficientes em IL-12 contra N. caninum, o efeito protetor de anti-

corpos IgG foi intensificada com a presença de IFN-γ. Assim, nossos resultados sugerem que a 

maior quantidade de IFN-γ pode estar ligada à produção precoce de anticorpos o que pode estar 
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relacionado a uma regulação da resposta imune e consequente proteção do hospedeiro defici-

ente em EBI3.  

As células fagocíticas em mamíferos desempenham funções essenciais durante infec-

ções por parasitas intracelulares. Além da produção de citocinas como já mencionado, também 

estimula moléculas co-estimuladoras e mecanismos antimicrobioanos como a síntese de reati-

vos de oxigênio que são essenciais no controle de infecções com T. gondii e N. caninum (MI-

NEO et al., 2009; MONNEY;HEMPHILL, 2014; BARROS et al., 2019). Neste sentido, dosa-

mos os níveis de NO e ROS e observamos que EBI3 modula negativamente a síntese dessas 

moléculas, visto que no lavado peritoneal dos camundongos EBI3-/- foram encontradas altas 

concentrações de nitrato/nitrito e de ROS. Esses dados corroboram com o aumento de citocinas 

inflamatórias encontrado em animais EBI3-/-. Estudos mostram a correlação de IFN-γ na indu-

ção de iNOS, bem como no controle de crescimento de parasitos por macrófagos (SIBLEY et 

al., 1991; LANGERMANS et al., 1992). Em estudo com infecção por N. caninum e camundon-

gos deficientes em iNOs, Barros e colaboradores observaram que iNOs é um dos principais 

mecanismos efetores envolvidos na restrição da replicação parasitária. Também há relatos de 

infecção com T. gondii em que a mortalidade de camundongos iNOs-/- está associada ao con-

trole defeituoso do crescimento do parasito no SNC, aliado a uma capacidade defeituosa de 

macrófagos de eliminar o parasito (WOODS et al., 2013).  

Sabe-se que a alta produção de citocinas pró-inflamatórias podem reduzir a multiplica-

ção parasitária em tecidos de animais infectados (INNES et al., 2007). Dessa forma, de acordo 

com os resultados encontrados, também avaliamos a carga parasitária e observamos que ani-

mais EBI3-/- apresentaram menor quantidade de DNA de N. caninum durante a fase crônica da 

doença, sugerindo que na ausência de EBI3 os animais são capazes de controlar a replicação 

parasitária. Além disso, realizamos a análise histopatológica do cérebro e encontramos uma 

intensa inflamação em animais EBI3-/- confirmando a hipótese de que a carga parasitária é con-

trolada pela resposta imune pró-inflamatória. Para avaliar a importância da molécula EBI3 du-

rante a infecção por N. caninum, camundongos EBI3-/- foram infectados com dose letal de 

NcLiv, e observou-se maiores taxas de sobrevida em comparação com animais WT. Também 

foi observado que camundongos EBI3-/- apresentaram melhor índice de morbidade, pois tiveram 

menor taxa de perda de peso. Vários trabalhos com N. caninum indicam a importância da ati-

vação do perfil Th1 para o controle da carga parasitária e consequente sobrevida. Miranda e 

colaboradores (2019) pesquisando a ativação da via TRIF pelo RNA do N. caninum, observa-

ram que a produção de IL12p40, TNF, IFN e NO reduziu a carga parasitária de camundongos 
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infectados e contribuiu para a sobrevida dos animais. Também já foi observado em trabalho 

com MyD88, que a ativação da resposta imune Th1 participa no controle da mortalidade, mor-

bidade e parasitismo durante a infecção por N. caninum (MINEO; BENEVIDES et al., 2009). 

Juntos, nossos resultados indicam a importância do EBI3 na suscetibilidade à infecção por N. 

caninum.  

Alguns estudos com IL-27 revelaram que camundongos deficientes em receptores da 

interleucina 27 produziram várias citocinas pró-inflamatórias em excesso, tais como TNF-α e 

IL-6 e IFN-γ, resultando em resposta imune exagerada (VILLARINO; HUANG; HUNTER, 

2004; YOSHIDA et al., 2001). Por reduzir resposta protetora do tipo Th1, como observado 

nesse trabalho, EBI3 já foi descrito como atuante na suscetibilidade da replicação de parasitos. 

No caso de infecções por T. gondii, Park e colaboradores (2019) relataram que a perda ou su-

perexpressão de IL27p28 resultou em maior suscetibilidade ao parasito, atuando como regula-

dor negativo das respostas humorais e celulares da toxoplasmose. Também observaram que a 

suscetibilidade à toxoplasmose devido a superexpressão de IL27p28 ocorre devido a um grande 

defeito em produção de títulos IgM e IgG específicos para T. gondii, o que leva a aumento da 

carga parasitária no sistema nervoso central. Em outro estudo com o protozoário T. gondii, após 

serem desafiados, camundongos WSX1-/- geraram uma resposta Th1 exacerbada e controlaram 

a replicação do parasito, porém esses animais desenvolveram doença inflamatória letal e pro-

dução esplênica elevada de IL-12 e IFN-γ (VILLARINO et al., 2003). Hall e colaboradores 

(2012) também observaram em infecção por T. gondii que a IL-27 possui um papel chave, pois 

promove o desenvolvimento de células Treg especializadas para controlar a imunidade mediada 

por células Th1 em locais de inflamação. 

Adicionalmente, corroborando com resultados encontrados em que a presença de EBI3 

diminui a resposta inflamatória, Medina e colaboradores (2017) em estudo realizado com T. 

cruzi demonstraram que a IL-27 atua como um regulador chave da inflamação suprimindo cé-

lulas TCD4+ produtoras de IFN-γ, reduzindo assim a inflamação miocárdica. Também já foi 

observado em infecções com o mesmo protozoário, que camundongos WSX1-/- desenvolveram 

necrose hepática devido a inflamação exacerbada a qual foi mediada por IFN-γ e TNF (HA-

MANO et al., 2003). 

Rosas e colaboradores (2006) demonstraram que durante a infecção por L. donovani a 

via IL-27 / TCCR (WSX-1) não é necessária para a indução de uma resposta protetora Th1 e 

produção de IFN-γ. Eles observaram que os animais TCCR-/- produziram significativamente 

mais IL-12, IFN-γ e TNF-α durante a fase aguda da infecção quando comparado a camundongos 
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do tipo selvagem. Também foi observado neste estudo que os camundongos TCCR-/- apresen-

taram resistência à infecção por L. donovani e controlaram o crescimento do parasita em seus 

órgãos, indicando que a sinalização de IL-27 / TCCR não é necessária para proteção contra L. 

donovani.  

Quirino e colaboradores (2016) encontraram resultados semelhantes ao nosso em rela-

ção à replicação parasitária durante a infecção por L. infantum. Foi relatado que camundongos 

EBI3-/- infectados com L. infantum foram capazes de controlar a replicação parasitária de ma-

neira eficiente quando comparados com animais WT, apesar de níveis reduzidos de IFN-γ, o 

qual difere dos nossos resultados encontrados para IFN-γ. No entanto, resultados diferentes 

foram encontrados em estudo realizado com T. cruzi, em que ausência de EBI3 ou IL27Rα foi 

associada a uma maior parasitemia após infecção pela cepa Tulahuen. O aumento do parasi-

tismo em camundongos durante o modelo de doença de Chagas pode ser devido ao papel regu-

lador de EBI3, o qual pode inibir a ativação de macrófagos alternativos dependentes de Th2.  

Outros estudos também tem mostrado a importância de EBI3 na suscetibilidade de in-

fecções. Em um estudo realizado por Chen e colaboradores (2016) com pneumonia pneumoco-

cica pós infecção por influenza, foi observado através de análise clínica que pacientes com 

infecção por influenza apresentaram níveis maiores de IL-35 em comparação com indivíduos 

normais, fato este que contribuiu para o aumento da suscetibilidade à pneumonia pneumocócica 

secundária por inibir, em partes, a resposta imune. Sabe-se que a IL-35 possui propriedades 

anti-inflamatórias, com o mecanismo predominante de suprimir a proliferação de células T e 

converter células T näives em células T produtoras de IL-10 (COLLISON et al., 2007). Rinchai 

e colaboradores (2012) investigaram a produção de IL-27 durante septicemia causada por bac-

téria gram-negativa Burkholderia pseudomallei. Neste estudo, foi observado que os níveis de 

transcrição de mRNA e da proteína IL-27 foram significamente elevados em pacientes com 

sepse, e que ao bloquear o receptor de IL-27 solúvel antes da infecção foi possível observar 

uma significativa redução de bactérias. 

Juntos, nossos resultados demonstraram que a molécula EBI3 promove a suscetibilidade 

de camundongos durante a infecção por N. caninum, exercendo um efeito supressor nas células 

Th1 com diminuição do IFN-γ. Além disso, a presença de EBI3 impede o controle eficiente da 

replicação parasitária  e a produção de anticorpos em comparação com camundongos do tipo 

selvagem. Essas descobertas abrem caminho para novas estratégias terapêuticas que podem 

neutralizam ou inibir EBI3 em infecções por N. caninum. 
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7 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que: 

 

• EBI3 suprime a indução de mediadores pró-inflamatórios do perfil Th1; 

• EBI3 é capaz de suprimir a produção de anticorpos (IgG) e suas subclasses (IgG1, 

IgG2a); 

• EBI3 é capaz de diminuir a inflamação tecidual; 

• EBI3 contribui para a replicação parasitária e aumenta a suscetibilidade à infecção. 

Em conjunto, nossos resultados demonstram que EBI3 participa da supressão de meca-

nismos imunes essenciais para o controle da infecção por N. caninum em modelo murino, e que 

esta via de proteína pode ser tida como alvo potencial de intervenção terapêutica e profilática. 
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9 ANEXO 

 

Anexo 1: Comprovante de aprovação do Comitê de Ética e Utilização Animal da Universi-

dade Federal de Uberlândia. 

 

 


