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RESUMO 

 

Neosporose é uma infecção parasitária causada por Neospora caninum, um protozoário 

intracelular obrigatório pertencente ao filo Apicomplexa, e que tem grande impacto na 

produção bovina. As NADPH oxidases dos fagócitos pertencem à família NOX de 

complexos multiproteicos que geram espécies reativas de oxigênio (ROS), que são 

geradas em resposta à infecção por diferentes patógenos, por meio da inflamação 

tecidual e liberação de sinais de perigo pela resposta imune inata nos estágios iniciais de 

infecção. NOX-2, o protótipo da NADPH oxidase tem sido amplamente estudado, bem 

como sua importância na manutenção da infecção por diferentes patógenos. Para 

investigar o papel desta via na infecção por N. caninum e a relação de NOX-2 com 

parasitismo em diferentes tecidos e períodos de infecção, utilizamos murinos 

geneticamente deficientes para NADPH oxidase subunidade 2 gp91 phox (Nox2 -/-). Os 

animais foram infectados com Neospora caninum via intraperitoneal utilizando 1x106 

(dose não letal) e 1x107 (dose subletal) taquizoítos por animal. A expressão de genes da 

via de ROS e o parasitismo em células do peritônio, fragmentos de baço, pulmão, fígado 

e cérebro foram analisados por PCR quantitativo nas fases hiperaguda, aguda e crônica 

da infecção. A curva de sobrevivência e morbidade foram analisadas através do 

acompanhamento da variação de peso dos animais, durante a fase crônica da infecção. 

Nossos resultados demonstram que a via de ROS está envolvida na resposta à infecção 

contra N. caninum, NOX-2 foi diferencialmente expresso ao longo do período de 

infecção. Em relação à curva de sobrevivência e a morbidade dos animais, observamos 

que camundongos Nox2 -/- tiveram maior perda de peso, na fase crônica da infecção, a 

partir do vigésimo dia, porém essa diferença não apresentou relação com o parasitismo 

dos tecidos avaliados. Portanto, NOX-2 tem participação na resposta à infecção aguda 

por N.caninum mas não apresenta relação com a resistência à infecção de acordo com 

replicação parasitária nos tecidos pesquisados.  

 

 

Palavras-chave: Neospora caninum; NOX-2; infecção in vivo; parasitismo 

 



ABSTRACT 

Neosporosis is a parasitic infection caused by Neospora caninum, an obligate 

intracellular protozoan belonging to the phylum Apicomplexa, which greatly impacts 

bovine production. The NADPH oxidases of phagocytes belong to the NOX family of 

multiprotein complexes that generate reactive oxygen species (ROS), which are 

generated in response to infection by different pathogens, through tissue inflammation 

and release of danger signals by the innate immune response in the stages initial 

infection. NOX-2, the prototype of NADPH oxidase, has been widely studied, as well as 

its importance in maintaining infection by different pathogens. To investigate the role of 

this pathway in N. caninum infection and the relationship between NOX-2 and 

parasitism in different tissues and periods of infection, we used mice genetically 

deficient for NADPH oxidase subunit 2 gp91 phox (Nox2 -/-). Expression of ROS 

pathway genes and parasitism in peritoneum cells, spleen, lung, liver and brain 

fragments were analyzed by quantitative PCR. The survival and morbidity curves were 

analyzed by monitoring the weight variation of the animals, in different phases of the 

infection, from the hyperacute phase to the chronic phase. Our results demonstrate that 

the ROS pathway is involved in the response to infection against N. caninum, NOX-2 

was differentially expressed over the period of infection. Regarding the survival curve 

and the morbidity of the animals, we observed that Nox2 -/- mice had greater weight 

loss, in the chronic phase of the infection, from the twentieth day onwards, however this 

difference was not related to the parasitism of the evaluated tissues. Therefore, NOX-2 

participates in the response to acute infection by N. caninum but is not related to 

resistance to infection according to parasitic replication in the investigated tissues. 

 

 

Keywords: Neospora caninum; NOX-2; in vivo infection; parasitism 

 

 

 

 

 

 



INTRODUÇÃO 

 

1.1 Neospora caninum e hospedeiros 
 

Neospora caninum, agente etiológico da neosporose, é um protozoário intracelular 

obrigatório, pertencente ao filo Apicomplexa. Este parasito infecta uma ampla gama de 

hospedeiros, sendo denominados hospedeiros definitivos quando hospedam o parasita 

durante sua fase de reprodução sexuada, e intermediários quando o hospedam durante a 

fase de reprodução assexuada.   

Os cães são hospedeiros definitivos de N. caninum, mas também podem se comportar 

como hospedeiros intermediários (DUBEY, J.P, 2003). Nos canídeos infectados as 

deficiências neuromusculares, como paralisia ascendente, ataxia e outros sinais 

neurológicos representam maior casuística, contudo, outras manifestações clínicas como 

distúrbios pulmonares, miocárdicos, dermatológicos e reprodutivos também podem 

estar presentes. Em um estudo avaliando a soroprevalência deste parasita em cães no 

período entre 1990-2018 o resultado foi de 17,14% global e 15,15% nas Américas 

(ANVARI et al., 2020).  

Dentre os hospedeiros intermediários estão os bovinos, caprinos, ovinos, búfalos, 

cavalos, muares, cervídeos e aves (JOKAR et al., 2022). A soroprevalência da 

neosporose é variável de acordo com a atividade pecuária exercida, representando entre 

2,5 e 14,9% para bovinos de corte e de 14,1 a 34,8% para bovinos de leite (REICHEL et 

al., 2013). A presença de anticorpos específicos contra N. caninum também foram 

relatas como altas em búfalos e ovinos (GENNARI et al., 2005; FILHO et al., 2017). 

 

O impacto da neosporose nas produções de bovinos é marcante, sendo considerada a 

principal causa de aborto em bovinos, além de outras perdas reprodutivas relacionadas 

ao nascimento de bezerros fracos ou cronicamente infectados, possível perda na 

produção de leite e infertilidade dos machos (DUBEY, 2003; NAYERI et al., 2022).  
 

 

 

 



1.2 Morfologia e ciclo biológico 
 

O ciclo biológico de N. caninum é heteroxeno, consistindo em duas formas distintas de 

reprodução nos hospedeiros. A fase sexuada ocorre nos canídeos, que são considerados 

hospedeiros definitivos do parasita, e a fase assexuada ocorre nos hospedeiros 

intermediários. 

Durante o ciclo o parasita pode se apresentar de três principais formas evolutivas, os 

taquizoítos, bradizoítos e esporozoítos, em todos os estágios o parasita pode transmitir a 

infecção por diferentes meios. 

Os taquizoítos são responsáveis por disseminar a infecção, representando a forma 

parasitária proliferativa, capaz de invadir e se replicar em diferentes tipos celulares, 

tanto in vitro quanto in vivo. O formato pode ser ovoide, redondo ou meia-lua, com o 

núcleo na posição central ou terminal, medem aproximadamente 6x2μm, dependendo 

do estágio de crescimento e divisão, e do plano de corte nos tecidos (LINDSAY; 

DUBEY, 2020). 

A manutenção da infecção nesta fase é dependente da efetividade de invasão celular e 

modulação do sistema imune do hospedeiro, que ocorre através do reconhecimento de 

antígenos de superfície e secreção de proteínas provenientes de diversas organelas do 

parasito (CESBRON-DELAUW, 1994). Estas proteínas estão intimamente relacionadas 

à fixação, penetração e formação do vacúolo parasitóforo e se originam principalmente 

de grânulos densos, roptrias e micronemas (CESBRON-DELAUW et al., 1996; YANG 

et al., 2021; GRIFFITH et al., 2022).  

Visando a sobrevivência do parasito e a continuidade do ciclo, uma medida de 

adaptação importante é a conversão de taquizoítos em bradizoítos, normalmente 

mediada por estímulos fisiológicos e imunológicos do hospedeiro. Os bradizoítos são a 

forma evolutiva encontrada principalmente em tecidos musculares, nervosos e na retina, 

medem cerca de 8 x 2μm apresentam forma alongada (DUBEY; THULLIEZ, 2005). 

Estes ficam inclusos em cistos teciduais contendo vários bradizoítos, cerca de 20 a 100, 

e geralmente são redondos ou ovais, podendo medir até 100 μm de comprimento com 

uma parede dupla de até 4 μm. (AGUADO-MARTINEZ; MULLER, 2016; LINDSAY; 

DUBEY, 2020).  



Esta forma possui uma reprodução assexuada lenta, caracterizando a forma crônica da 

infecção, e é responsável pela transmissão do parasita aos hospedeiros definitivos, 

através da ingestão de cistos presentes nos tecidos dos hospedeiros intermediários. Após 

a ingestão, os cistos passam pelo estômago e os bradizoítos presentes nos cistos são 

liberados e invadem as células do intestino iniciando a fase sexuada, após várias 

modificações formam oocistos não esporulados que são eliminados através das fezes 

dos hospedeiros definitivos. 

Os oocistos medem de 10 a 12 μm de diâmetro, contêm dois esporocistos (medindo 

cada um 8,4 x 6,1 μm) cada um com quatro esporozoítos. E após três dias no ambiente, 

sob condições adequadas de oxigenação, temperatura e umidade, tornam-se esporulados 

(DUBEY et al., 2002). Os oocistos esporulados são responsáveis pela transmissão 

horizontal de N. caninum ao serem ingeridos através de água ou alimentos 

contaminados pelos bovinos e demais hospedeiros intermediários (DONAHOE et al., 

2015). 

Outra forma de transmissão também pode ocorrer, a transmissão vertical, considerada a 

forma de infecção mais importante em rebanhos bovinos. A transmissão 

transplacentária pode ocorrer através de via exógena ou endógena. A primeira ocorre 

por ingestão de oocistos em alimentos contaminados por fêmeas gestantes, a segunda 

ocorre pela reativação de bradizoítos latentes durante a gestação, ambas resultando em 

infecção fetal (GOODSWEN et al., 2013; REGIDOR-CERRILLO et al., 2015). 

Outras formas de infecção já foram relatadas, porém estudos adicionais são necessários 

para comprovação da efetividade das vias, como por exemplo, lactogênica e venérea. O 

ciclo do parasita biológico do parasita, assim como suas formas evolutivas e alguns 

hospedeiros envolvidos estão ilustrados na figura 1. 

 

 



 

 
Figura 1: Ciclo biológico de Neospora caninum. O ciclo de vida é heteroxeno, inclui tanto a replicação 
sexuada quanto assexuada. A transmissão horizontal ocorre através de oocistos e cistos teciduais, os 
canídeos são infectados por comer carne contaminada. Os oocistos são excretados e persistem no 
ambiente por período desconhecido. O hospedeiro intermediário é infectado pela ingestão de água e/ou 
alimentos contaminados. Na transmissão vertical: taquizoítos podem ser transmitidos via transplacentária. 
(Adaptado de Lindsay e Dubey, 2020). 
 
 

1.3 Patogênese e patogenia 
 

Como parasita intracelular obrigatório, a patogênese de N.caninum está relacionada a 

invasão celular bem sucedida, assim como sua rápida multiplicação no meio intracelular 

e disseminação por vários tecidos através da corrente sanguínea e vasos linfáticos. A 

invasão celular envolve a ação de proteínas de superfície, invaginação de membrana 

para a formação do vacúolo parasitóforo e de uma junção do tipo irreversível. E após 

essa junção, ocorre a invasão através do envolvimento do taquizoíto pelo vacúolo 

parasitóforo. 

Posteriormente a invasão, a membrana do vacúolo é modificada pelas proteínas de 

grânulos densos, que contribuem para a maturação do vacúolo parasitóforo e formação 



de uma rede de membrana metabolicamente ativa, que promove o crescimento e 

sobrevivência do parasito no interior do vacúolo. No interior do vacúolo o parasita se 

multiplica por endodiogenia, até causar a lise celular e liberar vários taquizoítos, que 

infectam células e tecidos (LEINEWEBER et al., 2017; FEREIG; NISHIKAWA, 2020).  

Os alvos de multiplicação e latência do parasito correspondem aos sistemas com 

maiores consequências clínicas, sendo assim os tecidos neuromusculares, os mais 

afetados. Nos canídeos são observadas desordens neuromusculares, como encefalomielite 

em filhotes caninos e em bovinos e outros hospedeiros intermediários foram relatadas 

deformidades congênitas em membros (DUBEY et al., 2002; DUBEY, 2006; 

GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013). 

 
1.4 Resposta imune 

Os mecanismos de controle frente a infecção por N. caninum relatados estão 

relacionados à resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro. As respostas são 

predominantemente do tipo Th1, com produção de IL-12, IFN-γ e respostas celulares 

para controle do parasitismo (FEREIG; NISHIKAWA, 2020; MONNEY; HEMPHILL, 

2014).  

A resposta imune inata é induzida após o reconhecimento dos padrões associados ao 

patógenos (PAMPs), presentes em parasitos, por receptores de reconhecimento de 

padrões (PRRs), presentes em células da imunidade inata e desencadeiam respostas 

inflamatórias (HOU et al., 2011; MANSILLA; CAPOZZO, 2017; THAISS et al., 2016). 

Os PRRs mais bem caracterizados são os receptores do tipo Toll (TLRs), os quais são 

encontrados na superfície celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) e no endossoma 

(TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13) (DE NARDO, 2015; VIJAY, 

2018). Estes receptores desempenham um papel importante na ativação do sistema 

imune inato durante a infecção por N. caninum, por meio das moléculas adaptadoras 

MyD88 (fator de diferenciação mieloide 88) e TRIF (molécula indutora de interferon β 

com domínio TIR). 

 Inicialmente, o parasitismo é controlado pela produção de IFN-γ e IL-12p40, derivados 

da sinapse imunológica entre células apresentadoras de antígeno (APC) e linfócitos T 

auxiliares (TCD4+). IL-12 em conjunto com IFN-γ, criam um ambiente pró-



inflamatório essencial para combater o parasito impedindo sua replicação, destruindo as 

células infectadas, neutralizando os parasitos extracelulares e induzindo a formação de 

cistos teciduais (DONAHOE et al., 2015; MINEO et al., 2009; MONNEY; 

HEMPHILL, 2014). 

Os receptores do tipo NOD (NLRs) também estão envolvidos resposta imune contra o 

N. caninum, sendo que a via de sinalização ativada por NOD-2, que colocaliza com o 

vacúolo parasitóforo, atua no controle da replicação do parasito N. caninum, entretanto, 

intensifica a inflamação, gerando grave patogênese e morte do hospedeiro (DAVOLI-

FERREIRA et al., 2016). 

Outros receptores citosólicos também têm sido estudados, como NLRP3, parte de um 

complexo multiproteico importante na detecção de patógenos, denominado 

inflamassoma. Em estudos in vitro este receptor foi ativado em macrófagos peritoneais 

derivados da medula óssea de camundongos infectados com taquizoítos de N. caninum e 

associados com a liberação de IL-1β e IL-18, clivagem de caspase-1 e morte celular 

(WANG et al., 2018; MOTA et al., 2020). 

 
 
 

1.5 Espécies reativas de oxigênio (ROS) e NADPH oxidase  
 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são compostos quimicamente instáveis, 

derivadas de pequenas moléculas de oxigênio, incluindo radicais de oxigênio e certos 

não radicais que são agentes oxidantes e/ou são facilmente convertidos em radicais. A 

geração de ROS é geralmente uma cascata de reações que começam com a produção de 

superóxido (BEDARD et al., 2007). No aspecto fisiológico, as ROS atuam como 

segundos mensageiros, comportando-se como sinais intracelulares para ativação celular 

(SUGAMURA et al., 2011).   

Existem diferentes vias enzimáticas envolvidas na formação de ROS, entre elas, 

NADPH oxidase (Nox), mieloperoxidase, xantina oxidase e óxido nítrico desacoplado. 

A produção de ROS relacionada a Nox pode ser uma resposta a infecções causadas por 

microrganismos.  A NADPH oxidase é um sistema enzimático complexo responsável 

pela geração de ROS. Esta enzima é capaz de transferir elétrons, utilizando o oxigênio 

como aceptor de elétrons e o produto da reação é o ânion superóxido (O 2 
−). Diferentes 



formas e localizações da NADPH oxidase foram descritas (BABIOR et al., 2002; 

LAMBETH et al., 2004; PASTORI et al., 2015).  

A NADPH oxidase foi inicialmente descrita em neutrófilos e macrófagos onde, após 

ativação, a NADPH oxidase produz superóxido extracelular, fundamental na defesa do 

hospedeiro contra infecções microbiana, em um processo denominado explosão 

respiratória (KELLER et al., 2021). 

 

 

 

Figura 2: Topologia transmembranar e estrutura de domínio das enzimas NOX. NADPH oxidase 1 
(NOX1), NOX3 e NOX4 são semelhantes em tamanho e estrutura de domínio ao bem estudado 
gp91phox, também conhecido como NOX2 (Adaptado de LAMBETH, 2004).  

 

Os componentes centrais do complexo multiproteico NADPH oxidase são o 

CYBB/NOX2 e CYBA/p22 phox codificados no cromossomo X, que formam um 

heterodímero estável, mas inativo, ligado à membrana durante o estado de 

equilíbrio. Após a ativação, o heterodímero e as subunidades reguladoras citosólicas do 

complexo NADPH oxidase (NCF4/p40 phox, NCF1/p47 phox, NCF2/p67 phox) 

translocam para o fagossomo em formação na membrana plasmática e auxiliam na 

montagem do complexo com a pequena GTPase RAC1, que é necessária para 

desencadear totalmente a atividade geradora de ROS do complexo (HAN, CHANG-



HOON et al., 1998; NAUSEEF, W.M., 2004; GROEMPING, YVONNE; RITTINGER, 

KATRIN, 2005).  

NOX2, também conhecido como gp91phox, é o protótipo NADPH oxidase. Suas 

características bioquímicas têm sido amplamente estudadas. NOX2 foi descrito pela 

primeira vez em neutrófilos e macrófagos e é muitas vezes referido como o fagócito 

NADPH oxidase, ainda é amplamente considerado como tendo um efeito muito 

expressão tecidual limitada, essencialmente específica de fagócitos (BEDARD et al., 

2007).  

Quando a distribuição tecidual do mRNA total de vários órgãos é investigada, NOX2 

parece estar entre as mais amplamente distribuídas isoformas de NOX. É descrito em 

um grande número de tecidos, incluindo timo, intestino delgado, cólon, baço, pâncreas, 

ovário, placenta, próstata e testículo (CHENG et al., 2001).  

Sabe-se que as espécies reativas de oxigênio (ROS) desempenham um papel 

fundamental no controle de patógenos intracelulares, pois induzem a produção de 

agentes antimicrobianos como peróxido de hidrogênio, superóxido, ozônio ou ácido 

hipocloroso (LAMBETH, 2004; KOHCHI et al., 2009). 

 Além disso, a ativação dessas proteínas durante infecções parasitárias também 

contribui para a ativação do inflamassoma, que também contribui para a contenção 

do parasita (MOTA et al., 2020). No entanto, o papel das ERO na defesa do 

hospedeiro contra protozoários, bem como seus mecanismos parasiticidas em 

diferentes tecidos ainda não são totalmente conhecidos (SHRESTHA et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 JUSTIFICATIVA  

 A investigação da interação de Neospora caninum com seus hospedeiros é de suma 

importância para um melhor entendimento da patogenia da infecção e reconhecimento 

de alvos para medidas terapêuticas e profiláticas. Desta forma, a depleção de genes 

envolvidos na resposta imunológica do hospedeiro após a infecção por N. caninum, 

representa um caminho alternativo para avaliação da interação parasito hospedeiro. As 

NADPH oxidases dos fagócitos pertencem à família NOX de complexos multiproteicos 

geradores de espécies reativas de oxigênio (ROS), conhecidas por sua atividade 

bactericida dentro de neutrófilos e macrófagos. NOX-2, é o protótipo NADPH oxidase, 

suas características bioquímicas têm sido amplamente estudadas, assim como sua 

importância na manutenção da infecção por diferentes patógenos em diversos tecidos. 

Para investigar o papel dessa via na infecção N. caninum, bem como a relação de NOX-

2 com o parasitismo em diferentes tecidos e períodos de infecção a utilização de 

murinos geneticamente deficientes para subunidade NADPH oxidase 2 gp91 phox 

(Nox2 -/-) representa um bom modelo experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 OBJETIVOS  

3.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar o papel de NOX-2 em camundongos infectados com Neospora caninum 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

a.  Verificar a expressão dos genes alvos da via de ROS em células esplênicas 

provenientes de murinos infectados por N. caninum;  

b. Avaliar a curva de sobrevida e morbidade de animais geneticamente deficientes da 

proteína NOX-2 (Nox2 -/-) frente à infecção por N. caninum; 

c.  Analisar a carga parasitária em diferentes órgãos dos camundongos infectados por 

diferentes períodos de infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

4.1 Animais  

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

subunidade NADPH oxidase 2 gp91 phox (Nox2 -/-; Pollock et al., 1995), fêmeas, com 6-8 

semanas de idade, foram divididos em grupos de 5 animais pareados e mantidos na 

Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), 

em ambiente com temperatura controlada (22-25ºC) e alimento e água ad libitum. 

Todos os experimentos realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização 

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

 

4.2 Cultivo de células e parasitos  

 

Para o cultivo do parasita, fibroblastos murinos NIH/3T3 (ATCC, EUA) foram 

cultivados em frascos de cultura celular de 75cm2 contendo meio RPMI 1640 (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad-CA, EUA) suplementado com L-glutamina 2mM 

(Sigmal Chemical Co., St. Louis, EUA), penicilina 100 U/mL (Gibco), estreptomicina 

100 ug/mL (Gibco) e soro fetal bovino 10% (FBS) (Gibco), a 37ºC em atmosfera de 5% 

de CO2, até atingir a confluência. 

Posteriormente, as células foram infectadas com taquizoítos de N. caninum com 

inserção randômica no genoma da proteína fluorescente mCherry, mantidas nas 

condições previamente descritas para células, exceto pela adição de FBS ao meio. 

Resumidamente, os taquizoítos foram colhidos por raspagem da monocamada celular 

após 48-72 h de infecção contendo principalmente parasitas extracelulares (pelo menos 

70%). 

O sobrenadante contendo a suspensão do parasita foi coletado e peletizado (800 × g, 10 

min, 4°C). Os taquizoítos foram contados em uma câmara de hemocitômetro (câmara de 

Neubauer) usando corante vital azul de tripan a 0,4% e imediatamente utilizados para os 

experimentos. 

 

 



 

 

4.3 Protocolos de infecção 

Para realização dos procedimentos experimentais, os camundongos foram distribuídos 

aleatoriamente em grupos de 5 animais, identificados por marcação numerada e 

infectados via intraperitoneal com uma dose subletal (potencialmente capaz de 

ocasionar mortalidade de cinquenta por cento dos animais), correspondente a 1x107 

taquizoítos de N. caninum, para análise da curva de sobrevivência e uma dose não-letal 

(incapaz de ocasionar mortalidade aos animais), correspondente a 1x106 taquizoítos de 

N. caninum para os demais experimentos. Após o período de infecção, de 1 e 3 dias para 

infecções hiperagudas, 7 dias para infecções agudas e 30 dias para infecções crônicas, 

os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. As células peritoneais foram 

removidas por lavagem das cavidades com PBS gelado, e posteriormente utilizadas para 

quantificação da carga parasitária. Fragmentos de pulmão, baço, fígado e cérebro 

também foram coletados, de acordo com a predileção de parasitismo para cada fase da 

infecção, e submetidos a extração de RNA/DNA e qPCR para quantificação parasitária.  

4.4 Extração de RNA.  

Foram coletadas amostras de baços dos animais um e sete dias após a infecção, assim 

como dos animais não infectados, em frascos contendo 500 μl de TRIzol (ThermoFisher 

Scientific, Wilmington, EUA, transportados em nitrogênio líquido e posteriormente 

armazenados no freezer a -80°C.  

As amostras foram descongeladas e adicionado 300 μl de clorofórmio, sendo agitadas 

em vortex por 15 segundos, incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente e levadas a 

centrifugação a 10000 x g por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante das amostras foi 

coletado e foi adicionado 600 μl de isopropanol gelado, agitando-se por inversão e 

centrifugando a 10000 x g por 15 minutos, posteriormente o sobrenadante foi 

descartado e o pellet mantido a temperatura ambiente por 5 minutos e ressuspendido em 

H2O livre de DNAse e RNAse. Após isso, foi realizada a quantificação do RNA em 



espectrofotômetro (NanoDropTM Lite, ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA) a 

260nm. 

As amostras foram preparadas para posterior síntese de cDNA. Primeiramente, 

foram ajustados em 3 μg de RNA em 50 μl de suspensão. Foram adicionados 5 μl 

de MgCl2 e 1 μl de DNAse e incubados a 37°C por 15 minutos, em seguida foram 

adicionados 25 μl de TRIzol (ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA) e 25 μl 

de clorofórmio e as amostras foram centrifugadas a 10000 xg por 15 minutos. Os 

sobrenadantes foram coletados e 20 μl de 3M C2H3NaO2 pH 5,3, 1 μl de glicogênio 

e 150 μl de etanol ultrapuro foram adicionados. As amostras foram centrifugadas a 

10000 xg por 15 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi mantido em 

temperatura ambiente para secagem. Por fim, os pellets foram ressuspensos em 50 

μl de H2O livre de DNAse e RNAse, e as concentrações foram medidas por 

espectrofotômetro. 

 

4.5 Biblioteca de cDNA 

As amostras contendo RNA extraído foram ajustadas para 1 μg de RNA em 4 μl. Um kit 

comercial de sistema de transcrição reversa (GoScriptTM, Promega, Madison, EUA) foi 

utilizado para a síntese de cDNA. Resumidamente, 1 μl de Primer Oligo (dT) foi 

adicionado e incubado a 75°C por 5 minutos, imediatamente as amostras foram 

condicionadas em banho de gelo por 10 minutos. Posteriormente, 15 μl do kit Master 

Mix (4 μl Go Script 5X Buffer, 3,5 μl MgCl2, 1 μl PCR nucleotide Mix, 1 μl 

Transcriptase Reverse RT, 0,5 μl RNA sin e 5 μl H2O) foram adicionados e as amostras 

foram condicionadas em termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, Thermo) na 

programação para RT-PCR com os seguintes tempos de reação e temperaturas: 25°C 

por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C por 10 minutos. Após esse processo, as 

amostras foram diluídas com H2O livre de nuclease e armazenadas em freezer a -20°C. 

4.6 Quantificação de mRNA por qPCR 

Para a análise de qPCR, foi utilizado um kit comercial SYBr master mix, seguindo 

as recomendações do fabricante (PowerUp SYBR Green Master Mix, ThermoFisher 



Scientific, Wilmington, EUA). Resumidamente, 5 μl da mistura principal [2X], 0,5 

μl Forward Primer 10 μM, 0,5 Reverse Primer 10 μM (Tabela 1) e 4 μl de 10 ng de 

cDNA foram adicionados em placas de 96 poços adequadas para qPCR. 

Posteriormente, as placas foram acondicionadas em sistema Real-Time PCR 

(StepOnePlus™, ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA) e submetidas às 

seguintes condições de ciclagem: ativação a 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 

minutos, desnaturação a 95ºC por 15 segundos, anelamento de primers a 60ºC por 1 

minuto, extensão a 72ºC por 15 segundos (desnaturação, anelamento e extensão por 

um total de 40 ciclos), e finalmente a curva de fusão realizada a 95ºC por 15 

segundos e 60°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1. Primers para quantificação de mRNA por qPCR. Fwd: Forward Rvs: Reverse 

 

 

 

Abreviação Gene Identificador Sequência 

GAPDH glyceraldehyde-3-
phosphate 
dehydrogenase  
 

NM_008084  
 

Fwd 5’ggagaaacctgccaactatgatg 

3’ 

Rvs 5’ cagtgtagcccaagatgccc 3 

NOX1 NAPDH oxidase 1  NM_172203.2  
 

Fwd 5’ attcttgggactgccttggc 3’ 

Rvs 5’ atggctttctcagtgtacggtt 3’ 

NOX3 NAPDH oxidase 3  
 

NM_198958.2  
 

Fwd 5’acaggctcaaatggacggaaag 

3’ 

Rvs 5’caaccacgaaggacccactc 3’ 

NOX4 NAPDH oxidase 4  
 

NM_001285833.1  
 

Fwd 5’gcctccagactcagtacagc 3’ 

Rvs 5’ ccgaaaggagcgatcagtgg 

3’ 

SOD1 superoxide 
dismutase 1,  
soluble  
 

NM_011434.2  
 

Fwd 5’ggaagcatggcgatgaaagc 

3’ 

Rvs 5’gcttgccttctgctcgaagt 3’ 

SOD3 superoxide 
dismutase3, 
extracellular  
 

NM_011435.3  
 

Fwd 5’ ggccttcttgttctacggct 3’ 

Rvs 5’gctaggtcgaagctggactc 3’ 

MPO myeloperoxidase  
 

NM_010824.2  
 

Fwd 5’ gttacagatgtgttgacacct 3’ 

Rvs 5’gatacttgtcattcggtgggc 3’ 



Os dados obtidos ao final da reação foram analisados por Cycle Threshold (Ct) em um 

software dedicado (StepOne™ 2.3, TermoFisher Scientific, Califórnia, EUA) usando o 

método de expressão relativa 2-ΔΔCt (Livak; Schmittgen, 2001) e com GAPDH como o 

gene Housekeeping de referência e para o fold change foram comparados com amostras 

de animais não infectados. 

 

4.7 Determinação da carga parasitária  

A carga parasitária foi determinada nas células recuperadas do lavado peritoneal (1, 3 e 

7 dias após a infecção), fragmentos de fígado e pulmão (7 dias após a infecção) e 

cérebro (30 dias após a infecção) pela técnica de PCR em tempo real (StepOne Plus 

Applied Biosystems, EUA) através do sistema detecção SYBR green. 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'). 

Inicialmente a extração de DNA foi realizada a partir de 100 mg de cada tecido 

analisado acrescido de 500 μL e tampão NLB (10mM Tris Hcl, 400 nM NaCl e 2mM 

Na2 EDTA, pH 8,2), 16 μL de SDS 10% e 8 μL de Solução proteinase K (20mg/mL) 

incubados a 50ºC overnight. Após incubação, 150 μL de tampão NaCl 6M foi 

adicionado as amostras, seguido pela incubação em gelo por 10 minutos e posterior 

centrifugação a 12000 × g durante 15 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente 

coletado, transferido para outro tubo e foi acrescentado 800 μL de etanol absoluto. O 

DNA foi coletado e ressuspenso com 150- 200 μl de água livre de nuclease.  

As concentrações de DNA foram determinadas por espectofotometria (260nm; 

Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, EUA) ajustadas para 4 ng/μL com água 

livre de DNAse (água DEPC). A carga parasitária foi calculada por interpolação de uma 

curva padrão com quantidades equivalentes de DNA extraído de taquizoítos de N. 

caninum que foram incluídos em cada análise. Os resultados foram expressos 

nanogramas (ng) de DNA do parasito para cada 100g de tecido.  

 

4.8 Análises estatísticas  

 



Os gráficos e cálculos estatísticos foram realizados utilizando o software GraphPad 

Prism 9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As diferenças entre os grupos 

foram analisadas pelos testes de Two-way ANOVA utilizando o teste de comparação 

múltipla de Bonferoni, Kruskal-Wallis utilizando o teste de comparação múltipla de 

Dunn e teste de Mann-Whitney, quando apropriado. A curva de sobrevida foi estimada 

usando o método de Kaplan-Meier, seguido pela comparação das curvas de sobrevida 

através do teste de log-rank – Mantel-Cox. Os resultados foram expressos como média e 

erro padrão da média (SEM). Foram considerados estatisticamente significativos 

valores de p < 0,05.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



5 RESULTADOS  

5.1 Os genes da via ROS são diferencialmente expressos de acordo com o período de 

infecção por N.caninum  

A análise da expressão de alguns genes da via das espécies reativas de oxigênio (ROS) 

foi realizada em amostras de cDNA de baços de animais infectados com N. caninum, 

um dia e sete dias após a infecção, e os resultados foram comparados com as mesmas 

amostras coletados de animais não infectados. 

A expressão de Nox2 em células esplênicas de animais infectados por 1 dia e 7 dias é 

significativamente maior do que a expressão do gene em células de animais não 

infectados, conforme observado na figura 3-a. Comparando a expressão entre animais 

infectados nas duas fases, não foram observadas diferenças. Este resultado indica a 

participação do gene na resposta do hospedeiro à infecção por N. caninum tanto na fase 

hiperaguda quanto na fase aguda da infecção.  

Para um melhor entendimento desta via, além de Nox2, a expressão de outros genes das 

NADPH oxidases, superóxido dismutase e da mieloperoxidase foram analisadas. A 

expressão dos genes Nox1 e Nox3 foi reduzida ao longo dos dias pós-infecção em 

animais infectados por N. caninum quando comparados a animais não infectados, tanto 

na fase hiperaguda, um dia após a infecção quanto na fase aguda de infecção, sete dias 

após a infecção, conforme observado nas figuras 2 b-d. Nox4 teve uma pequena 

expressão um dia após a infecção, mas a expressão foi reduzida sete dias após a 

infecção, semelhante a Nox1 e Nox3. 

A expressão dos genes de superóxido dismutase Sod1, Sod3 e Mpo aumenta de acordo 

com o tempo de infecção, sendo marcante na fase aguda, 7 dias após a infecção pelo 

parasita (Figura 3e-f). 

 

 



 

Figura 3. Cinética da expressão de genes de ROS ao longo do tempo da infecção por N. caninum. 
Células esplênicas derivadas do baço de camundongos C57BL/6 não infectados e infectados com N. 
caninum, por períodos de 1 dia (barra azul) e 7 dias (barra marrom), foram recebidas para a expressão dos 
genes NOX-2 (A), NOX-1 (B), NOX-3 (C), NOX-4 (D), SOD-1 (E), SOD-3 (F) e MPO (G). Os dados 
demonstraram a proporção de células infectadas detectadas para células não infectadas, sendo 
representadas em Fold Change (2-ΔΔCt). A linha pontilhada refere-se a células não infectadas. As 
diferenças entre a expressão em células não infectadas e infectadas por 1 dia, bem como entre células não 
infectadas e infectadas por 7 dias foram significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (* p= 0,0287 e ** 
p=0,0083) para NOX-2. 

 

 



5.2 NOX2 está relacionado com a perda de peso corporal em animais infectados 

com N.caninum  

Para verificar o papel de NOX-2 na sobrevivência do hospedeiro, camundongos WT e 

Nox2- -/- foram infectados com uma dose subletal de N. caninum (1x107 taquizoítos por 

animal) e monitorados por 30 dias para avaliar a taxa de sobrevivência (figura 4a), com 

esta dose espera-se que 50% dos animais infectados não sobrevivam. A morbidade 

desses animais também foi avaliada através da variação de peso e foi observada 

diferença significativa na perda de peso entre os dois grupos a partir do vigésimo dia 

após a infecção. 

Ao longo dos 30 dias, nenhum camundongo sobreviveu no grupo Nox2- -/-, no grupo 

WT um animal sobreviveu. No entanto, as diferenças na análise de sobrevivência entre 

os dois grupos não foram significativas. 

Posteriormente foi avaliada a morbidade, comparando os dois grupos de animais 

infectados com uma dose não letal, 1x106 taquizoítos por animal, através do 

acompanhamento da perda de peso dos animais na fase crônica da infecção (figura 4b). 

Em média, os animais geneticamente deficientes para Nox2 apresentaram maior perda 

de peso corporal, a partir do vigésimo dia pós-infecção, sendo esta diferença 

significativa (p<0,0001), resultado semelhante ao experimento anterior, utilizando dose 

sub-letal.  

 

 

 

 

 

 



    

 

Figura 4. NOX-2 está relacionado com a variação de peso corporal na infecção por N.caninum. (A)  
Curva de sobrevivência de camundongos WT e Nox2 -/- infectados com 1x107 taquizoítos de N. caninum. 

(B) Variação no peso de camundongos WT e Nox2 -/- infectados com 1x106 taquizoítos de N. caninum. 

Em ambos experimentos os animais foram monitorados por 30 dias após a infecção. As curvas de 

sobrevida foram comparadas por Kaplan-Meier e a variação de peso pela análise log-rank – Mantel-Cox 

(**** p < 0,0001). 

 
5.3 NOX-2 não tem influência na replicação parasitária durante infecção por N. 
caninum  
 
Para estudar o papel de NOX-2 no controle da replicação do parasita in vivo em 

diferentes tecidos para cada estágio da infecção, camundongos WT e Nox2 -/- foram 

infectados com uma dose não letal (1x106 taquizoítos por animal) de N. caninum. 

Com o objetivo de entender melhor a migração parasitária, avaliamos o parasitismo 



presente nas células recuperadas do lavado intraperitoneal 1, 3 e 7 dias após a 

infecção (figura 5a), a carga parasitária foi semelhante entre os dois grupos, 

diminuindo de acordo com o pós-infecção. período de infecção, no entanto, as 

diferenças não foram significativas entre os dois grupos. Na fase aguda, uma 

semana após a infecção, foram analisados fragmentos do pulmão (figura 5b) e do 

fígado (figura 5c) dos animais, também sem diferenças significativas. 

Na fase crônica, 30 dias após a infecção, observou-se que os cérebros dos animais 

Nox2 -/- estavam ligeiramente mais parasitados em relação aos animais do grupo 

WT, mas essa diferença não foi significativa (figura 5d). 

 

 

Figura 5. NOX-2 não influencia a replicação do parasita durante a infecção por N. caninum. 

Camundongos tipo selvagem C57BL/6 (WT) e Nox2 -/- foram infectados com 1x106 taquizoítos N. 

caninum, eutanasiados após 1, 3, 7 e 30 dias de infecção e subsequentemente células de lavagem 

peritoneal (A) e pulmão ( B), fragmentos de fígado (C) e cérebro (D) foram coletados e analisados para 

parasitismo por N. caninum usando qPCR. Não houve diferença significativa entre os dois grupos. 



6 DISCUSSÃO  

A participação dos genes da via ROS na resposta a infecções por diferentes patógenos e 

sua importância no controle dos mesmos, seja por sua toxicidade aos parasitas ou 

intervenção na resposta imune dos hospedeiros, tem sido objeto de estudos 

(LAGISHETTY et al., 2011). No entanto, alguns patógenos podem eventualmente 

regular a produção dessas moléculas como um mecanismo de escape (GUERRA et al., 

2016; SILVA et al., 2017). Para compreender o papel desta via na resposta à infecção 

por N. caninum in vivo, realizamos este trabalho. 

Os dados iniciais mostram que há expressão de NOX-2 nas fases hiperaguda e aguda da 

infecção parasitária, esse achado demonstra que há participação do gene na infecção e é 

corroborado por trabalhos anteriores que relataram o papel das ERO na inflamação 

tecidual em resposta à morte celular e liberação de sinais de perigo por meio da resposta 

imune inata nos estágios iniciais da infecção (TY et al., 2019). Ao contrário de NOX-2, 

a expressão de NOX-1, NOX-3 e NOX-4 foi reduzida ao longo dos dias pós-infecção 

em animais infectados na fase hiperaguda e na fase aguda da infecção, demonstrando 

neste trabalho pouca participação destes genes. 

Posteriormente, observamos que a expressão de outros genes relacionados à produção 

de ROS, SOD-1, SOD-3 e MPO aumenta de acordo com o período de infecção, essa 

resposta pode estar relacionada a uma ativação do inflamassoma. Uma vez que estudos 

anteriores mostraram que as ERO são um fator crítico para a ativação do inflamassoma, 

ao mesmo tempo que são produto de sua ativação, sendo um importante mecanismo de 

defesa do hospedeiro contra a replicação de N. caninum tanto in vitro quanto in vivo 

(MARTINON, 2010; MOTA et al., 2020). 

As ROS foram relatadas como importantes no controle da replicação de Neospora 

caninum em um estudo usando camundongos Nox2 -/-, resultando em uma carga 

parasitária significativamente maior nesses animais (SILVA et al., 2017). Em nosso 

trabalho, para investigar o papel do NOX-2 na resposta fisiológica à infecção por N. 

caninum, bem como no parasitismo de hospedeiros em diferentes estágios da infecção, 

foram analisados tecidos que são alvos comuns de multiplicação do parasito. 

Primeiro, foi observada uma relação entre a ausência de NOX-2 e perda de peso 

progressiva em animais durante a fase crônica da infecção. No entanto, o nível de 



morbidade nestes hospedeiros não foi relacionado ao aumento do parasitismo nos 

tecidos investigados. 

A detecção precoce de N. caninum resulta em aumento do estresse oxidativo. Mas essa 

relação entre ERO e ativação do inflamassoma, se não for controlada, pode levar ao 

aumento da patologia em hospedeiros infectados (MOTA et al., 2020), levantando a 

hipótese de possível proteção gerada pela ausência de NOX-2. 

Comparando a resposta diferencial de isolados de N. caninum de alta e baixa virulência, 

um estudo em macrófagos derivados da medula óssea bovina foi realizado, os resultados 

demonstraram que o parasito pode reduzir a produção de ERO por macrófagos 

infectados no início da infecção, mas apenas o isolado altamente virulento o mantém 

reduzido ao longo do tempo (GARCÍA-SÁNCHEZ et al., 2019), a partir disso, a cepa 

utilizada na infecção pode ser outro fator relacionado ao aumento ou redução de ROS. 

Portanto, para definir os principais alvos do parasitismo em hospedeiros geneticamente 

deficientes para NOX-2, novos estudos devem ser realizados, investigando a relação 

entre a expressão de NOX-2 e inflamação em diferentes órgãos, usando medidas 

inflamatórias de fase aguda. Assim como sua influência na migração do parasito para 

melhor definir os tecidos acometidos, principalmente na fase crônica, explicando 

melhor a acentuada perda de peso em animais nocautes. Além disso, o uso de doses 

infecciosas mais altas poderiam exacerbar os resultados. 

 

7 CONCLUSÃO  

Nossos resultados demonstram que a via de ROS está envolvida na resposta a infecção 

contra N. caninum, NOX-2 é diferencialmente expresso ao longo do período de infecção 

e sua ausência induz uma menor perda de peso em camundongos na fase crônica da 

infecção. Contudo, NOX-2 pode não estar relacionado com a resistência à infecção de 

acordo com replicação parasitária nos tecidos pesquisados.  
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9 ANEXO  

Anexo 1: Comprovante de aprovação do Comitê de Ética e Utilização Animal da 
Universidade Federal de Uberlândia. 

 

 

 


