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RESUMO 

 

Neospora caninum é um protozoário do filo Apicomplexa que exibe uma ampla distribuição 

mundial, sendo sua importância relacionada ao abortamento induzido em bovinos, levando a 

perdas econômicas consideráveis. Uma citocina envolvida em resposta a protozoários 

intracelulares é o fator inibitório da migração de macrófagos (MIF), produzida por diversos 

tipos de células e que se encontra pré-formada intracelularmente, o que a torna um importante 

fator em respostas inflamatórias agudas, apresentando papel central na imunidade inata. 

Devido à escassez de informação sobre a participação de MIF relacionada ao modelo em 

análise, o presente estudo teve como objetivo avaliar o papel desta citocina frente à infecção 

por N. caninum. Neste sentido, analisamos a produção da citocina e os fenótipos induzidos 

pela mesma, utilizando camundongos do tipo C57BL/6 selvagem (WT) e geneticamente 

deficientes em MIF (MIF
-/-

), infectados de forma parenteral por taquizoítos de N. caninum.  

Mediante a infecção, observamos a produção de MIF em células e fluidos da cavidade 

peritoneal, baço, pulmão e soro em animais WT. Adicionalmente, observamos que 

camundongos MIF
-/-

 exibem carga parasitária reduzida durante a fase aguda e crônica da 

infecção, maior produção de TNF-α e NO, maior inflamação pulmonar, além de um discreto 

aumento da sobrevida e recuperação do peso corporal, em comparação aos camundongos 

selvagens. Foi encontrado que TNF-α está envolvido na secreção de MIF, diferentemente das 

moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF. Conclui-se à partir destes dados que a citocina MIF 

apresenta um papel modulatório relevante durante a infecção por N. caninum, auxiliando na 

manutenção da eficiência da latência da infecção. 

 

Palavras chave: Neospora caninum, MIF, evasão imune 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Neospora caninum is a protozoan of the phylum Apicomplexa, distributed worldwide, and 

relevant due to induction of abortions in bovine leading to considerable economic loss. MIF is 

a cytokine known to be involved in response against intracellular protozoa, which is produced 

by several immune cells, and it is found intracellularly preformed, turning this cytokine an 

important factor in acute inflammatory response, exhibiting a central role in innate immunity. 

Considering the lack of information about the role of MIF in this specific model, the present 

study aimed to evaluate the relevance of this cytokine during an infection by N. caninum. We 

therefore analysed the cytokine production and phenotype induced by itself, using wild type 

(WT) and genetically deficient in MIF (MIF
-/-

) C57BL/6 mice, infected with 5x10
6 

tachyzoites of Nc-Liv. Based on this infection it was possible to observe an acute production 

of MIF in cells and peritoneal cavity fluids, spleen and lungs. We also observed production in 

serum after 30 days of infection. Additionally, it was demonstrated that MIF
-/- 

mice possesses 

decreased parasitism during acute and chronic phases of infection. Moreover, it was observed 

an elevated production of TNF-α and NO and increased pulmonary inflammation in those 

animals as well as a slight increase in survival and recovery of body weight in comparison to 

WT mice. It was found that TNF-α is involved in the secretion of MIF, unlike the adapter 

molecules MyD88 and TRIF. In sum, it is possible to conclude that MIF presents a relevant 

modulatory role during the establishment of infection by N. caninum. 

 

Keywords: Neospora caninum, MIF, immune evasion. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Parasito 

 

Neospora caninum é um protozoário, parasito intracelular obrigatório, causador da 

neosporose pertencente ao filo Aplicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia e família 

Sarcocystidae (DUBEY, J. P., 2003;  DUBEY, J. P.; CARPENTER; et al., 1988). Apresenta 

características morfológicas e biológicas semelhantes ao protozoário Toxoplasma gondii 

(DONAHOE et al., 2015;  DUBEY, J. P. et al., 2002). 

N. caninum foi descrito pela primeira vez em 1984 na Noruega, em cães com quadro 

sugestivo à toxoplasmose, e que apresentavam distúrbios neurológicos e cistos teciduais, 

entretanto com sorologia negativa para T. gondii (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984). 

Somente em 1988 N. caninum foi reconhecido como uma nova espécie e gênero (DUBEY, J. 

P.; CARPENTER; et al., 1988). Dubey e colaboradores encontraram características básicas 

determinantes para distinguir este novo parasito de T. gondii, tais como, paralisia 

predominante dos membros posteriores em cães, cistos teciduais com paredes espessas e 

testes sorológicos e imunohistoquímicos negativos para T. gondii (DUBEY, J. P.; HATTEL; 

et al., 1988;  DUBEY, J. P.; LINDSAY, 1993). Além de diferirem em indução de patologias, 

estas duas espécies são distintas em suas interações com hospedeiro e ciclo de vida 

(HEMPHILL et al., 2013;  INNES; MATTSSON, 2007). 

 

1.2 Ciclo Biológico 

 

N. caninum apresenta ciclo biológico heteroxeno alternando entre hospedeiros 

definitivos (reprodução sexuada) e intermediários (reprodução assexuada). Em 1998, cães 

domésticos (Canis lapus familiaris) foram determinados como hospedeiros definitivos do N. 

caninum devido à reprodução sexuada que ocorre em seu intestino (LINDSAY; DUBEY; 

DUNCAN, 1999;  MCALLISTER et al., 1998). Posteriormente, estudos demonstraram a 

possibilidade de outros animais desempenharem a função de hospedeiro definitivo, tais como, 

coiotes (Canis latrans), dingos australianos (Canis lapus dingo) e lobos (Canis lapus), 

limitando a fase sexuada aos canídeos (GONDIM et al., 2004). A fase assexuada do ciclo de 

vida do N. caninum ocorre em uma ampla faixa de hospedeiros intermediários herbívoros ou 
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onívoros como em carneiros, cabras, raposas, lobo, alpacas, camelos, veados, cavalos, 

pardais, porcos e galinhas (DUBEY, S.; ROULIN, 2014;  GONDIM et al., 2004;  MINEO et 

al., 2011). Outros possíveis hospedeiros intermediários são os humanos. Embora não haja 

comprovação direta de infecção por N. caninum em humanos, alguns autores relatam 

evidências da presença de anticorpos específicos contra o parasito em populações de 

diferentes países, levantando a questão sobre o seu potencial zoonótico (DUBEY, J. P.; 

SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007;  MINEO et al., 2011;  ROBERT-GANGNEUX; 

KLEIN, 2009). 

O ciclo é composto por três formas evolutivas: taquizoítas livres ou em grupos, 

bradizoítas em cistos teciduais e esporozoítas em oocistos (DUBEY, J. P. et al., 2007). 

Oocistos imaturos são eliminados no ambiente por meio das fezes do hospedeiro 

definitivo infectado. Após 24 a 72 horas sob condições ótimas de oxigenação, temperatura e 

umidade, ocorre à esporulação, por meio do qual os oocistos se tornam infecciosos. Estes 

podem permanecer viáveis no solo por longos períodos até serem ingeridos por outros 

hospedeiros (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). 

Os hospedeiros intermediários podem se infectar pela ingestão de oocistos 

esporulados, presentes em água ou alimentos contaminados. A parede protetora dos oocistos é 

digerida pelas enzimas digestivas, ocorrendo a liberação dos esporozoítos que penetram no 

epitélio intestinal ativamente. Este protozoário parasita células nucleadas de forma geral, 

multiplicando-se por endodiogenia dentro de vacúolos parasitóforos (VP), que são 

compartimentos intracelulares formados a partir da membrana da célula hospedeira com 

modificações do parasito que impedem a sua fusão com vesículas endocíticas, e infectam 

diversos tipos de células, incluindo, células neurais, macrófagos, endotélio vascular e 

hepatócitos, disseminado por todo o organismo (BARR et al., 1994;  DUBEY, J. P., 2003). Os 

taquizoítas causam uma forte resposta inflamatória responsável pelas manifestações clínicas 

da doença. Sob a ação da resposta imune do hospedeiro, os taquizoítas transformam-se em 

bradizoítos dando início a outra fase do desenvolvimento assexuado (TENTER et al., 2000). 

Os bradizoítas se multiplicam lentamente por endodiogenia e formam cistos teciduais 

intracelulares, predominantemente em tecidos neurais e tecidos musculares. Estes cistos 

podem persistir por toda a vida do hospedeiro (fase crônica), embora possa ocorrer uma baixa 

taxa de reativação espontânea (DUBEY, J. P. et al., 1992). O ciclo se completa, com a 

ingestão de cistos teciduais por um hospedeiro definitivo. Após a ingestão, a parede do cisto é 

digerida pelas enzimas proteolíticas do estômago, o que leva a liberação dos bradizoítos. Estes 
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invadem enterócitos e iniciam o desenvolvimento da fase assexuada (esquizogonia), 

caracterizado pela formação dos esquizontes e liberação dos merozoítas. Inicia-se a fase 

sexuada (gamogania) com a produção final de oocistos não esporulados (não infectantes) que 

são eliminados com as fezes dos canídeos (TENTER et al., 2000). 

O parasito também é transmitido da mãe para o feto via placenta, considerada a 

principal rota de transmissão em bovinos (LINDSAY et al., 1999). Duas formas de 

transmissão vertical são conhecidas, sendo estas, a endógena e a exógena. A infecção 

transplacentária endógena é caracterizada pela reativação da infecção materna durante a 

gestação e subsequente infecção fetal. Já a infecção transplacentária exógena ocorre como 

resultado da ingestão de oocistos durante a gestação transmitindo a infecção para o feto 

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

et al., 2015). 

 

 

 

Figura1. Ciclo biológico de Neospora caninum. Adaptado de Goodswen e colaboradores (2013). 
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1.3 Patogênese e Patologia 

 

A patogênese da neosporose está associada com a invasão celular, evento semelhante 

entre os parasitos do filo Apicomplexa. Este processo é rápido, dinâmico, complexo e envolve 

uma série de proteínas que são liberadas de micronemas, roptrias e grânulos densos 

(LERICHE; DUBREMETZ, 1990). 

O processo de invasão celular pode ser resumido em três etapas. Inicialmente ocorre a 

adesão do parasito à célula hospedeira de forma aleatória envolvendo antígenos de superfície 

imunodominantes (SAG). Após esta adesão, o parasita posiciona sua extremidade anterior 

para a extrusão do conóide, seguida por invaginação da membrana da célula hospedeira para 

dar origem ao vacúolo parasitóforo (VP), onde várias proteínas dos parasitos são secretadas. 

Em seguida, proteínas de roptrias (ROP) são liberadas para formar uma associação com 

organelas da célula hospedeira, de modo que mitocôndrias e retículo endoplasmático são 

posicionados adjacentes ao vacúolo parasitóforo. Por fim, proteínas dos grânulos densos 

(GRA) modificam a membrana do VP, o que contribui para a remodelação e maturação do 

vacúolo e desenvolvimento do parasito (NAKAAR et al., 2003;  SINAI; WEBSTER; 

JOINER, 1997). 

Durante todo o processo de invasão, N. caninum é capaz de produzir danos aos 

hospedeiros devido à atividade replicativa de taquizoítas (DUBEY, J. P.; DE LAHUNTA, 

1993). Está amplamente distribuído em vários animais, embora provoque doença clínica 

importante em cães e bovinos (DUBEY, J. P., 2003). 

 A neosporose canina pode ocorrer em qualquer fase da vida, sendo que a doença se 

manifesta com mais frequência em cães jovens. A infecção causa encefalite, polimiosite 

podendo progredir para a paralisia e até falência cardíaca (BUXTON; MCALLISTER; 

DUBEY, 2002;  DUBEY, J. P., 2003). Polimiosite é mais comum em cães de cinco semanas a 

seis meses de idade infectados via placenta e apresentam como sinais clínicos paralisia dos 

membros posteriores, atrofia muscular e fraqueza cervical. Cães adultos são mais susceptíveis 

a desenvolverem encefalomielite, incluindo paresia dos membros posteriores, convulsões, 

ataxia e alterações oculares como sinais clínicos da doença (BUXTON et al., 2002;  

DONAHOE et al., 2015;  REICHEL; ELLIS, 2009). 

N. caninum tem sido relatado como uma das maiores causas de falhas reprodutivas em 

bovinos em todo o mundo. Os efeitos prejudiciais induzidos pela infecção dependem da idade 

gestacional que vacas prenhes se tornam soropositivas. Quando há infecção no primeiro 
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trimestre de gestação é provável que ocorra reabsorção ou mumificação do feto. No segundo 

trimestre de gestação a sequela mais comum é o aborto, principal manifestação clínica 

observada na neosporose. Já, em caso de infecção no terceiro trimestre gestacional pode 

ocorrer o nascimento de bezerros com sinais clínicos ou saudáveis, mas cronicamente 

infectados. Os sinais clínicos mais frequentes em animais jovens são ataxia, paralisia de 

membros posteriores e perda de consciência (DUBEY, J. P., 2003;  INNES et al., 2005;  

WILLIAMS et al., 2007). 

 

1.4 Importância Epidemiológica 

 

A neosporose está amplamente distribuída no mundo, sendo relatada a ocorrência do 

parasito em todos os continentes (DUBEY, J. P. et al., 2007). N. caninum exibe acentuada 

importância econômica devido a perdas consideráveis na agropecuária, principalmente em 

bovinos, relacionadas à queda na produção de leite e de carne, por isso vem sendo 

extensivamente estudado nos últimos anos (DUBEY, J. P.; SCHARES, 2011;  LARSON; 

HARDIN; PIERCE, 2004). 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). Em países como Canadá, Suíça e Estados Unidos o rebanho leiteiro é o setor que sofre 

maiores perdas econômicas. No Brasil, as taxas de prevalência da neosporose em bovinos 

variam 7,6 a 30,13%, sendo que a soroprevalência de neosporose na região do Triângulo 

Mineiro foi estimada em 17%. Um dos obstáculos para o controle da neosporose é que o fato 

das infecções serem perenes, ou seja, pode haver reagudização da infecção (MINEO et al., 

2011;  REICHEL et al., 2014). 

Os cães possuem grande importância epidemiológica. Em muitos casos são utilizados 

como ferramentas na criação de gado, e consequentemente, contaminam o ambiente com 

oocistos presentes em suas fezes aumentando a prevalência de N. caninum em bovinos (KING 

et al., 2011). Além disso, cães podem ter contato com fetos abortados de bovinos e se 

tornarem infectados. 

A vacinação parece ser o meio mais viável economicamente para controlar a 

neosporose. No entanto, após a retirada da única vacina comercial (Bolivis Neoguard) do 

mercado, devido a sua baixa eficácia, reduziu-se ainda mais as opções disponíveis para o 

controle de N. caninum (WESTON; HEUER; WILLIAMSON, 2012;  WILLIAMS et al., 

2007). Devido à grande importância econômica da neosporose, pesquisas no sentido de 
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desenvolver estratégias para a prevenção e para o tratamento de infecções causadas por este 

protozoário têm sido realizadas.  

Trabalhos recentes têm focado no desenvolvimento de vacinas como opção 

economicamente promissora, incluindo vacinas com o parasito inativado (ROJO-MONTEJO 

et al., 2009), uso de subunidades nativas (MANSILLA et al., 2012;  MOORE et al., 2011), 

antígenos de N. caninum recombinantes (HEMPHILL et al., 2013;  UCHIDA et al., 2013) e 

vacinas utilizando o parasito vivo (ROJO-MONTEJO et al., 2009;  WEBER et al., 2013).  

 

1.5 Resposta imune 

 

Os mecanismos de defesa do hospedeiro para combater o N. caninum envolve tanto a 

imunidade inata quanto a adaptativa (BUZONI-GATEL et al., 2006;  HEGAB; AL-

MUTAWA, 2003). N. caninum é um parasito intracelular obrigatório, e por isso, a imunidade 

mediada por células é fundamental, com a participação de células T CD4
+
 e T CD8

+
, células 

dendríticas, macrófagos e células natural killer (NK), porém a resposta imune humoral 

também participa do controle da infecção neutralizando e destruindo taquizoítas 

extracelulares (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). 

Após a infecção via oral, os enterócitos e as junções intercelulares são a primeira 

barreira para impedir o estabelecimento do parasito. Quando os enterócitos são infectados 

secretam moléculas citotóxicas como o óxido nítrico (NO), citocinas que ativam células 

natural killer (NK) induzindo a produção de interferon-γ (IFN- γ) e quimiocinas que recrutam 

macrófagos e células dendríticas. Os macrófagos e as células dendríticas funcionam como 

células apresentadoras de antígenos (APCs), que reconhecem padrões moleculares associados 

à patógenso (PAMPs) através de receptores do tipo Toll (TLRs) (HEGAB; AL-MUTAWA, 

2003;  MARCAIS et al., 2013;  MINEO et al., 2010).  

As APCs ativadas produzem interleucina 12 (IL-12) que resulta na ativação e 

diferenciação de células T CD4
+
 na subpopulação Th1 produtora de citocinas essenciais para 

a sobrevivência do hospedeiro como IFN-γ (HEMPHILL; VONLAUFEN; 

NAGULESWARAN, 2006). A resposta do tipo Th1 é mais eficiente pelo reconhecimento das 

moléculas de N. caninum por TLR2 dependente da molécula adaptadora MyD88, proteína 

importante na resistência contra o parasito (MINEO et al., 2010). IFN-γ ativa células efetoras 

(macrófagos e células dendríticas) a controlar a replicação do parasito através da produção de 

intermediários reativos do oxigênio e de nitrogênio que bloqueiam o metabolismo do parasito, 
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ou a eliminação deste através da liberação de fator de necrose tumoral (TNF) por macrófagos 

ativados, mantendo uma resposta imune protetora contra N. caninum (BUZONI-GATEL et 

al., 2006). Células T CD8
+
 são ativadas pela IL-12 que auxiliam no controle da infecção, por 

meio da destruição de células infectadas, permitindo que taquizoítas fiquem acessíveis a 

mecanismos imunológicos, tais como anticorpos, complemento, células NK e macrófagos 

ativados (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). 

 

1.6 Fator de Inibição de Migração de Macrófagos (MIF) 

 

Fator de Inibição de Migração de Macrófagos (MIF) foi descrito como uma linfocina 

derivada de células T, a qual promove a inibição randômica da migração de macrófagos 

permitindo que os macrófagos fiquem no local da lesão em reações de hipersensibilidade do 

tipo tardia, estudada por David (1966); Bloom e Bennett (1966). Desde sua descoberta, as 

funções de MIF foram negligenciadas e só a partir de 1989 que suas atividades biológicas 

começaram a ser esclarecidas devido à clonagem do DNA complementar de MIF humano 

(WEISER et al., 1989). 

Aos poucos foram sendo descobertas funções diversas e intrigantes de MIF no sistema 

imunológico (CALANDRA; ROGER, 2003). Segundo alguns autores, embora MIF tenha 

sido uma das primeiras citocinas descritas, deverá se tornar uma das últimas a ser 

completamente entendida (KIM et al., 2000).  

MIF é secretada por uma grande variedade de células, não somente relacionada à 

resposta imune, como em células parietais do estômago, camada epitelial da pele, trato 

gastrointestinal e geniturinário, células β-pancreáticas, glândula pituitária (CALANDRA; 

ROGER, 2003;  MAASER et al., 2002;  WAEBER et al., 1997). Também é produzida por 

macrófagos, monócitos, células dendríticas, eosinófilos, mastócitos e basófilos (LUE et al., 

2002).  

MIF encontra-se pré-formada e armazenada intracelularmente, precisando apenas de 

um estímulo para ser liberada, o que a torna um relevante fator em respostas inflamatórias 

agudas (CALANDRA; ROGER, 2003). Foi demonstrado também que a secreção de MIF é 

mediada pela proteína p115 associada ao Golgi (MERK et al., 2009). Estresse, infecções e 

estímulos imunológicos, como as citocinas inflamatórias IFN-γ, TNF e glicocorticóides são 

fatores que estimulam a secreção de MIF (MARTINEY et al., 2000;  ROSADO JDE; 

RODRIGUEZ-SOSA, 2011). 
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MIF é um ligante de CD74 e CD44, com ativação mediada por tirosina quinase 

(MEYER-SIEGLER; VERA, 2005). Além disso, MIF pode ser endocitado pela célula alvo 

sem necessidade de se ligar a uma proteína de membrana (CALANDRA; ROGER, 2003). 

Assim, ativa a cascata de fosforilação da via de sinalização por quinase reguladora do sinal 

extracelular 1/2 (ERK1/2) (LUE et al., 2002;  MITCHELL et al., 1999). A fosforilação de 

ERK1/2, que é dependente de proteína quinase A, ativa a fosfolipase A2 e promove a síntese 

de prostaglandina E2 (PGE2). A ativação dessa via ERK1/2 é capaz de sobrepor o efeito 

imunossupressor de glicocorticóides (MITCHELL et al., 1999). Entretanto, já foi visto o 

papel imunossupressor de PGE2 ao induzir a produção de citocinas do perfil Th2, como um 

mecanismo de fuga utilizado por alguns patógenos favorecendo a persistência da infecção 

(BARBOSA et al., 2014). MIF participa da ativação do fator de transcrição NF-B, devido 

sua atuação na superexpressão de TLR4 e, consequentemente, indução da produção de 

citocinas pró-inflamatórias (ROGER et al., 2001). 

Outras funções foram atribuídas a esta citocina pleiotrópica (CALANDRA et al., 

1994). Possui duas atividades catalíticas relevantes sendo a tautomerase e oxirredutase. Além 

de possuir um papel central na resposta inata, é um importante fator da resposta imune 

adaptativa, pois regula linfócitos T, induz secreção de interleucinas e produção de anticorpos 

por estimulação antigênica (SUN et al., 1996;  SUZUKI; KANAGAWA; NISHIHIRA, 1996). 

MIF também se correlaciona com formação de tumores, crescimento celular e inflamação por 

modular a apoptose mediada por proteína supressora de tumor, p53 (HUDSON et al., 1999). 

Outra função desta citocina está associada à indução da expressão de quimiocinas, moléculas 

de adesão intercelular (ICAM-1) e molécula de adesão celular vascular (VCAM-1) (DEMIR 

et al., 2003;  FERRO et al., 2008). Também há evidências de que MIF possa atuar como um 

mediador anti-inflamatório através da via Jab-1 e bloquear a expressão de genes pró-

inflamatórios (KLEEMANN et al., 2000). 

 

1.6 Papel de MIF em resposta a infecções por parasitos intracelulares 

 

MIF é altamente expresso na maioria das infecções parasitárias intracelulares 

desempenhando um papel central nas respostas imunes e inflamatórias, o que levou vários 

pesquisadores a estudar esta citocina. Vários estudos demonstraram que o MIF pode 

desempenhar tanto um papel protetor quanto um papel nocivo na resposta imune frente a 
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diferentes agentes patogênicos, porém várias informações ainda precisam ser esclarecidas 

(BOZZA et al., 2012;  ROSADO JDE; RODRIGUEZ-SOSA, 2011). 

O papel de MIF na infecção por T. gondii, parasito estreitamente relacionado ao N. 

caninum, já é bem descrito. Sabe-se que MIF é uma importante citocina envolvida no controle 

de T. gondii sistemicamente e também na interface materno-fetal (BOZZA et al., 2012;  

CASTRO et al., 2013;  CAVALCANTI et al., 2011;  CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002;  

DE OLIVEIRA GOMES et al., 2011;  FERRO et al., 2008;  FLORES et al., 2008;  ROSADO 

JDE; RODRIGUEZ-SOSA, 2011). Rosado e Rodriguez-Sosa (2011) observaram que 

camundongos BALB/c knockout para MIF desafiados com cepas de T. gondii (RH e ME49) 

apresentaram maior quantidade de cistos no cérebro, taxa elevada de macrófagos peritoneais 

infectados e diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-12, IL-1β, TNF-α, IL-

18, IFN-) e óxido nítrico quando comparados com camundongos selvagens. Também 

observaram alteração na função das células dendríticas, que diminuíram a produção de TNF-α 

e IL-12. Flores e colaboradores (2008) também demonstraram que MIF induz macrófagos 

infectados por T. gondii a produzirem TNF-α e IL-12, além de melhorar sua atividade 

microbicida devido à produção de óxido nítrico. Adicionalmente, é capaz de regular a 

expressão do receptor de quimiocina CCR5, conduzindo a migração dos macrófagos para o 

local da infecção. Cavalcanti e colaboradores (2011) evidenciaram que camundongos 

C57BL/6 geneticamente deficientes em MIF, infectados com a cepa ME49 de T. gondii, 

tiveram uma redução de citocinas TNF-α e IFN- com consequente diminuição da resposta 

inflamatória sistêmica e dos danos teciduais. Dessa maneira, MIF parece estar envolvido não 

somente na indução de uma resposta pró-inflamatória para manter um perfil de resposta Th1, 

mas também regula a expressão de metaloproteinases como a MMP-9 e o remodelamento do 

tecido através de TGF-β.  

Essa citocina tem um potencial fator no processo de inflamação na placenta quando 

infectadas por patógenos. Explantes placentários estimulados com o Antígeno Solúvel de 

Toxoplasma gondii (STAg), aumentaram a produção de MIF. E a sua liberação induz 

expressão de ICAM-1, que conduz a adesão demonócitos (THP-1) sobre a superfície dos 

explantes placentários (FERRO et al., 2008). Castro e colaboradores (2013) também 

demonstraram que células trofoblásticas (BeWo) e monócito (THP-1) infectadas por T. gondii 

secretam maiores níveis de citocinas pró-inflamatórias para controlar a infecção. Portanto, 

durante a gravidez MIF contribui na eliminação do parasito. No entanto, foi demonstrado em 

outro estudo que explantes de terceiro trimestre de gestação possuem um aumento da 
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susceptibilidade à infecção, sugerindo que as variações na regulação MIF durante a gestação 

têm um papel importante na infecção por T. gondii (DE OLIVEIRA GOMES et al., 2011). 

Em um estudo realizado por Barbosa e colaboradores (2014), verificou-se a sinalização 

intracelular desencadeada por MIF em modelo de células trofoblásticas infectados com T. 

gondii. Neste estudo, observaram que baixos níveis de MIF ativa a fosfolarização de ERK1 / 2 

e consequentemente aumenta a produção de PGE2. Porém, a PGE2 foi identificado como 

causa importante de imunossupressão, sendo um importante fator para persistência de T. 

gondii na interface materno-fetal. No entanto, o controle do parasitismo ocorreu apenas a 

concentrações elevadas de MIF, demonstrando ser um sistema dose-dependente. 

MIF possui um papel controverso na malária, uma doença causada por protozoários do 

gênero Plasmodium. Alguns estudos indicam o papel deletério de MIF em infecção por 

Plasmodium chabaudi adami. Camundongos BALB/c infectados com este parasito 

apresentaram concentrações elevadas de MIF no plasma, associando esta citocina com a 

gravidade da anemia e supressão da eritropoiese. Também, camundongos deficientes em MIF, 

infectados com Plasmodium chabaudi adami, apesar de apresentarem uma curva de 

parasitemia semelhante aos animais controles, exibiram anemia menos grave e maior 

sobrevida (MALU et al., 2011;  MARTINEY et al., 2000;  MCDEVITT et al., 2006). 

Entretanto, Awandare et al. (2007) observaram, em um estudo realizado na África, que MIF 

protege o hospedeiro durante infecções com Plasmodium falciparum. Além disso, Fernades e 

colaboradores (2008) perceberam que pacientes com infecções por P. falciparum e P. vivax 

apresentaram aumentos significativos de MIF, TNF-α, IFN-γ, IL-12 e IgM no sangue 

periférico, indicando que  MIF participa na resposta inflamatória contra estes parasitos.  

Em relação a neosporose, há poucos trabalhos relacionando MIF com esta doença. 

Carvalho e colaboradores  (2010) demonstraram que após uma infecção in vitro por Neospora 

caninum, tanto células cervicais uterinas humanas (HeLa) quanto células BeWo expressaram 

níveis elevados de MIF. As células BeWo apresentaram índice de infecção menor, diminuição 

da lise celular com níveis mais elevados de TGF-β do que as células HeLa. Adicionalmente, 

foi realizado tratamento prévio com TNF- e observado o níveis aumentados de MIF em 

ambas as células, sugerindo o papel desta citocina contra resistência do parasito na placenta. 

Deste modo, essas informações reforçam a idéia que MIF pode ter uma importante ação em 

infecções por Neospora caninum.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Neospora caninum é um protozoário do filo Apicomplexa que causa grande impacto 

econômico na agropecuária devido aos abortos, mortalidade neonatal em bovinos e queda na 

produção de leite, além de causar várias doenças clínicas em cães (DUBEY, J. P.; SCHARES, 

2011;  LARSON et al., 2004). Estima-se que anualmente a perda econômica chegue a 2,4 

bilhões de dólares associado a abortos induzidos pela infecção (REICHEL et al., 2014).  

Devido à grande importância econômica da neosporose e após a retirada da única 

vacina comercial (Bovilis Neoguard) do mercado, têm sido realizadas pesquisas no sentido de 

desenvolver estratégias para a prevenção e para o tratamento de infecções caudas por este 

protozoário (MANSILLA et al., 2012;  WESTON et al., 2012). 

A compreensão dos processos que levam à invasão e o desenvolvimento intracelular 

de N. caninum, bem como o entendimento dos mecanismos imunológicos envolvidos na 

resposta imune contra este patógeno são cruciais para o desenvolvimento de tratamentos 

eficazes, capazes de protegerem da infecção. 

Desde a descoberta de MIF em 1966, diferentes estudos tem reportado sua relevância 

significativa para diversos grupos de pesquisa, os quais tem investigado a resposta 

imunológica contra a infecção por parasito intracelular (ROSADO JDE; RODRIGUEZ-

SOSA, 2011). O reconhecimento desta molécula desencadeia vias de sinalização que 

influenciam na resposta do hospedeiro e na progressão da doença. Além disso, a citocina é 

amplamente expressa e encontra-se pré-formada intracelularmente, o que a torna um 

importante fator nas respostas inflamatórias agudas e como um mediador central na 

imunidade inata (CALANDRA; ROGER, 2003). 

Considerando a necessidade de melhor compreender a participação de citocinas 

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

auxiliem no controle da infecção causada por este protozoário e de seus efeitos deletérios a 

bovinocultura. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o papel do MIF durante a infecção experimental de camundongos pelo protozoário 

Neospora caninum. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 

 Avaliar o papel de MIF na produção de citocinas e óxido nítrico durante a infecção por N. 

caninum; 

  

 Avaliar a importância de MIF no parasitismo e inflamação tecidual durante as fases 

aguda e crônica da infecção; 

 

 Avaliar o papel de MIF na sobrevida e morbidade de camundongos frente à infecção por 

taquizoítas de N.caninum; 

 

 Avaliar o papel das proteínas adaptadoras MyD88 e TRIF e a via de sinalização TNF na 

indução de MIF; 

 

 Quantificar a produção de anticorpos séricos antígeno-específicos das classes IgG e IgM 

em camundongos selvagens e geneticamente deficientes infectados com taquizoítos de N. 

caninum. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção dos camundongos  

 

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e com depleções para genes-alvo do 

presente estudo (MIF
-/-

, TNFRI
-/-

, MyD88
-/-

, e TRIF
-/-

) com seis a oito semanas de idade, 

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

Universidade Federal de Uberlândia (UFU). Foram mantidos no CBEA com água e ração ad 

libitum, em condições padronizadas de temperatura e umidade (22 a 25ºC). Todos os 

procedimentos foram realizados de acordo com as normas recomendadas pelo Conselho pelo 

Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia 

(CEUA/UFU#052/12) (anexo). 

 

4.2 Obtenção de parasitos  

 

As células de epitélio uterino da linhagem HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas em 

frascos de cultura celular em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado com 

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

mM), bicarbonato de sódio (3 mM) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Life 

Technologies, Carlsbad-CA, EUA) em atmosfera de 5% CO2 a 37 °C até atingirem a 

confluência como descrito anteriormente (RIBEIRO et al., 2009). Neste momento, as células 

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

foram mantidos em passagens regulares, sendo estes replicados em uma nova monocamada a 

cada 48-72 horas. Os parasitos livres foram coletados e parcialmente purificados por 

centrifugação rápida (45 x g, 1 minuto, 4 °C) para remover restos celulares. O sobrenadante 

foi coletado, centrifugado (700 x g, 10 minutos, 4 °C) e ressuspendido com solução salina 

tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2). Os parasitos foram contados em câmara de 

Neubauer, utilizando o corante de exclusão vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, EUA). Suspensões parasitárias foram armazenadas a –20 °C até a preparação do 

antígeno solúvel de N. caninum ou foram utilizados para a infecção dos animais. 

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

descritos por Silva et al. (2007). Suspensões parasitárias foram tratadas com coquetel de 

inibidores de proteases (Complete Mini Roche, Basel, Suíça) e submetidas a lise celular por 
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dez ciclos rápidos de congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento em banho-maria 

a 37°C, seguido de sonicação a 60 Hz em banho de gelo por cinco minutos. Em seguida, 

parasitos lisados foram centrifugados (10.000 x g, 30 min, 4 °C), o sobrenadante foi coletado 

e a sua concentração proteica determinada pelo método de Bradford (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA). Alíquotas de NLA foram armazenadas a –20 °C para posterior utilização 

em reações de ELISA.  

 

4.3 Delineamento experimental 

 

Para os ensaios de sobrevida, camundongos WT e MIF
-/-

 (10 camundongos por grupo) 

foram infectados pela via intraperitoneal com 1x10
7
 taquizoítos viáveis de N. caninum, 

isolado Nc-Liv. Os animais foram monitorados diariamente quanto à perda de peso, durante 

30 dias. Para análise da secreção de MIF nas fases aguda e crônica da infecção por N. 

caninum, camundongos WT (n=5/grupo) foram infectados via intraperitoneal com 5×10
6 

taquizoítos de N. caninum. A citocina MIF foi mensurada por meio de ELISA em lavado 

peritoneal, células do lavado peritoneal, homogenato do pulmão, homogenato do baço e soro 

(0, 1 e 7 após a infecção) e em homogenato de tecido cerebral e soro (30 dias após a 

infecção).  

Procedimento similar foi adotado para análise da fase aguda e crônica da infecção em 

camundongos WT e MIF
-/-

 (n=5/grupo). A fase aguda da infecção foi analisada por meio da 

quantificação de citocinas em soros, lavado peritoneal e homogenato de pulmão (0 e 7 dias 

após infecção), por meio do ensaio de ELISA e CBA. A análise de parasitismo em células de 

peritônio bem como em pulmonares (0 e 7 dias após infecção) foi realizada por meio do 

ensaio quantitativo PCR real-time. A mensuração de óxido nítrico em lavado peritoneal (0, 1e 

7 dias após infecção) foi realizado pelo método de Griess e a inflamação tecidual em pulmão 

(0 e 7 dias após infecção) pela coloração por hematoxilina e eosina. Na fase crônica da 

infecção foi mensurado citocinas no soro e homogenato de tecido cerebral pela técnica de 

ELISA. O parasitismo e a análise de inflamação em tecidos cerebrais de camundongos 30 dias 

após a infecção foram realizados por meio de qPCR e por coloração com hematoxilina e 

eosina, respectivamente. Para a análise da resposta imune humoral por meio de ELISA 

indireto, soros de camundongos WT e MIF
-/-

 (n=5/grupo)  infectados com 5x10
6
 taquizoítos 

de N. caninum foram coletados 0, 7, 15 e 30 dias após a infecção. Para verificar vias 

envolvidas na secreção de MIF durante a infecção por N. caninum, lavado peritoneal de 
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animais WT, MyD88
-/-

, TRIF
-/-

 e TNFRI
-/-

 (n=5/grupo)  foram coletados após 7 dias de 

infecção. 

 

4.4 Homogenato de órgãos 

 

Para a análise da produção de citocinas de camundongos WT e MIF
-/-

 saudáveis e 

infectados com N. caninum, órgãos foram coletados e processados. A massa de tecido foi 

normalizada para 100 mg (pulmão, baço e cérebro),  diluídos em 500 µL de coquetel de 

inibidor de protease (Complete Mini Roche, Basel, Suíça). As amostras, em banho de gelo, 

foram trituradas com auxílio de um homogeneizador e submetidas a centrifugação (10.000 x g 

por 15 minutos a 4 ºC). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -70 ºC até sua utilização 

no procedimento de ELISA. 

 

4.5 Quantificação de citocinas  

 

As citocinas MIF, IL-12p40, IFN-γ, TNF foram mensuradas em lavado peritoneal, 

homogenato de pulmão e homogenato de cérebro pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo 

os protocolos recomendados pelos fabricantes (BD Biosciences, San Diego, EUA e R&D 

Systems Inc., EUA). Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade (Costar®, Corning 

Laboratories Inc., Nova Iorque, EUA) foram sensibilizadas com anticorpo de captura 

específico para cada citocina e incubadas overnight. Após lavagem das placas com PBS-

Tween e etapa de bloqueio de sítios inespecíficos, as amostras teste foram adicionadas. 

Paralelamente, foram adicionadas curvas padrões das respectivas citocinas murinas 

recombinantes. Após 2 horas de incubação, anticorpos de detecção biotinilados e conjugados 

com estreptavidina-peroxidase foram incubados por 1 hora. Entre cada etapa da reação as 

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

foram reveladas utilizando o substrato enzimático 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, Molecular Devices, EUA) a 450 nm e os 

valores expressos em pg/mL de acordo com a curva padrão. O limite de detecção para as 

citocinas IL-12p40, IFN-γ, TNF foi de 2000 pg/mL, já para a citocina MIF foi de 8000 

pg/mL. 
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IFN-γ e TNF-α foram mensurados em soros de camundongos WT e MIF
-/-

infectados 

com o parasito por meio do ensaio multiplex Flex Set Cytometric Bead Array – CBA (BD 

Biosciences, San Diego, EUA), de acordo com o fabricante. Em tubo FACS (BD Biosciences, 

San Diego, EUA) foi adicionado 25 µL de beads de captura, 25 µL curva padrão ou amostras 

e 25 µL de anticorpo de detecção. Após 3 horas de incubação à temperatura ambiente foi 

acrescentado 500 µL do tampão de lavagem e submetidos à centrifugação (200 x g por 5 

minutos). Após, o sobrenadante foi desprezado, adicionado 300 µL do tampão e foi realizada 

a leitura do experimento no citômetro de fluxo (BD FACSCanto II, BD Biosciences, EUA).  

 

4.6 Quantificação de IgG e subclasses específicos para N. caninum  

 

O método de ELISA indireto foi utilizado para determinar a produção de anticorpos 

IgG total e das subclasses IgG1 e IgG2a específicos para N. caninum em soros de 

camundongos WT e MIF
-/- 

previamente infectados, conforme descrição prévia (SILVA et al., 

2007). Placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporates Costar®, Corning 

Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com antígenos NLA (10 μg/mL) 

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

a incubação, as placas foram bloqueadas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) 

acrescido de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, São Paulo, SP) (PBS-T-M5%) para IgG 

total e PBS-T a 1% de albumina sérica bovina (BSA- Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) 

(PBS-T-BSA1%) para IgG1 e IgG2a, durante 1 hora à temperatura ambiente. Posteriormente, 

amostras de soros foram diluídas a 1:25 em PBS-T-M5% e incubadas por 1 hora para 

detecção de IgG total e 1:25 em PBS-T-BSA1% por 2h para IgG1 e IgG2a, e incubadas a 

37ºC. Amostras de soros controles positivos (soros de animais experimentalmente infectados 

com N. caninum) e soros controles negativos (soros de animais não imunes) também foram 

adicionados. Em seguida, conjugados específicos para cada classe de imunoglobulina anti-

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

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

marcado com biotina (Caltag Lab. Inc.,South San Francisco, EUA) diluídas em PBS-

T+BSA1% foram adicionados e incubados por 1 hora a 37ºC. Para a detecção de IgG1 e 

IgG2a, placas foram incubadas com streptavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., 

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

foram lavadas com PBS-T por cinco vezes. A reação foi desenvolvida com 2,2-azino-bis-
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(ácido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfônica) (ABTS, Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL, 

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

(SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA) 

 

4.7 Determinação da produção de óxido nítrico 

 

A concentração de óxido nítrico (NO) dos animais WT e MIF
-/-

 infectados com N. 

caninum foram mensurados em lavado peritoneal através de kit comercial de detecção de NO 

(R&D Systems Inc., EUA). Este método tem como princípio a conversão enzimática de 

nitrato para nitrito por nitrato redutase. Em placa de 96 poços foi acrescentado 50μL de 

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

(incubação por 30 minutos a 37 ºC). A quantidade de NO foi detectada por reação 

colorimétrica utilizando reagente 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 sendo a concentração de NO 

determinada a partir da curva padrão e expressas em μmol/L. 

 

4.8 Determinação da inflamação tecidual  

 

Amostras do pulmão e do sistema nervoso central de camundongos WT e MIF
-/-

 

previamente infectados foram coletadas em formol 10% tamponado com fosfato por 24 horas, 

seguido da substituição por álcool 70% e submetidas a procedimentos padrão de inclusão em 

parafina. Posteriormente, os órgãos emblocados em parafina foram cortados a 5 µm de 

espessura e depositados em lâminas microscópicas para serem coradas com hematoxilina e 

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

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

 

4.9 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

 

DNA genômico a partir de tecidos de camundongos WT e MIF
-/-

 previamente 

infectados com N. caninum foi extraído mediante precipitação salina (cloreto de sódio), como 

descrita anteriormente com algumas modificações (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988). 

Resumidamente, 100 mg de tecido foram congeladas com nitrogênio líquido e trituradas com 
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ajuda de um cadinho de porcelana. Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas em 500 

ul de tampão NLB (10 mM de Tris-HCl, 400 mM de NaCl e 2 mM de Na2EDTA, pH 8,2), 

tratadas com proteinase K (200 ug / mL) e SDS a 1% e incubadas a 55 °C por no mínimo 3 

horas. Amostras de lavado peritoneal foram centrifugadas a 4000 x g durante 10 minutos 

antes da incubação com proteinase K. O DNA foi purificado com 0,8 ml de clorofórmio e 

precipitado com etanol absoluto. Após centrifugação a 12000 x g durante 15 minutos, o 

sedimento foi lavado com 1 ml de etanol a 75% e ressuspenso em água estéril. As amostras 

foram armazenadas a -70 ° C. 

Os pares de primers utilizados para detecção da região Nc5 de N. caninum  

(COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002) foram: Forward (5’-

ACTGGAGGCACGCTGAACAC-3’) e Reverse (5’AACAATGCTTCGCAAGAGGAA-3’). 

Para a normalização da quantidade de DNA genômico do hospedeiro nas amostras, o gene de 

GAPDH do camundongo foi escolhido (BARENCO et al., 2014). A sequência do primer para 

Forward GAPDH-F foi 5'-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG-3 ', e o primer Reverse de 

GAPDH-R foi 5'-CAGTGTAGCCCAAGATGCCC-3'. As reações para os genes Nc5 e  

GAPDH foram realizadas com 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 amplificação, aquisição de dados e análise de dados foram 

realizados no equipamento de PCR em tempo real (StepOne Plus, Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA), e os valores de ciclo limiar (CT) foram exportados para para análise. 

 

4.10 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). Dados foram 

expressos em média e erro padrão da média e analisados pelo teste one-way ANOVA, 

conjuntamente com o post-test de comparação múltipla de Bonferroni para comparar pares 

selecionados de grupos. Teste de Mann Whitney também foi utilizado. Taxas de 

sobrevivência foram estimadas utilizando método de Kaplan-Meier sendo a curva de 
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sobrevida comparadas através do teste Log-rank (Mantel-Cox). Todos os resultados serão 

considerados estatisticamente significantes para um nível de p < 0,05.  

 

4.11 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 

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

 

5.1 N. caninum induz a produção de MIF 

 

Considerando que a produção de MIF não é restrita às células do sistema imune e 

apresenta uma ampla distribuição tecidual, mensuramos a concentração desta citocina por 

ELISA nas fases aguda (1 e 7 dias) e crônica (30 dias) da infecção por N. caninum. 

Camundongos WT foram infectados intraperitonealmente com 5x10
6 

taquizoítos do isolado 

Nc-Liv de N. caninum (Figura 2). Observamos que há um aumento significativo na 

concentração de MIF no baço após 1 dia de infecção  (Figura 2A); no fluido peritoneal 

(Figura 2B), nas células peritoneais (Figura 2C) e no homogenato do pulmão (Figura 2D) 

após 7 dias de infecção. Em amostras de soro (Figura 2E) com 1 e 7 dias de infecção e de 

homogenato de cérebro (Figura. 2F) com 30 dias não foram observados diferenças na 

secreção de MIF. Já no soro (Figura. 2G) após 30 dias de infecção é possível observar a 

secreção de MIF durante a infecção por N. caninum. 
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Figura 2: Concentração de MIF em diferentes sítios durante a infecção por N. caninum. 

Camundongos WT foram infectados via intraperitoneal com 5x10
6 

taquizoítos de N. caninum 

(Nc-Liv). A concentração de MIF foi mensurada por ELISA 1 e 7 dias pós infecção em 

amostras de (A) homogenato de baço, (B) fluido peritoneal, (C) células peritoneais, (D) 

homogenato de pulmão e (E) soro e 30 dias pós infecção em amostra de (F) homogenato de 

cérebro e (G) soro. Os valores são expressos como média e ± erro padrão da média (SEM). 

*p<0.05, ***p<0,001(Two Way Anova seguido pelo pós teste de Bonferroni e teste de Mann 

Whitney). 
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5.2 Camundongos geneticamente deficientes em MIF possuem um perfil de resistência à 

infecção por N. caninum  

 

Com a intenção de determinar a importância de MIF durante a infecção por N. 

caninum, camundongos WT e MIF
-/-

 foram desafiados com dose letal para 50% dos animais 

(DL50) de 1x10
7
 taquizoítos viáveis de N. caninum. Após o desafio, os animais foram 

acompanhados diariamente, por 30 dias, para análise da mortalidade (Figura 3A) e morbidade 

(Figura 3B). Observamos que camundongos MIF
-/- 

apresentaram discreto aumento da 

sobrevivência e perda de peso menos acentuada, em comparação com camundongos WT. 

Para o acompanhamento da infecção, camundongos WT e MIF
-/-

 foram infectados com 

uma dose sub-letal de taquizoítos de N. caninum (Figura 4). Para análise da carga parasitária, 

o DNA genômico de N. caninum foi quantificado de diferentes tecidos relativos ao genoma do 

hospedeiro. Observamos que durante a fase aguda da infecção, há diminuição de DNA de N. 

caninum em células do lavado peritoneal (Figura 4A) e no tecido pulmonar (Figura 4B) de 

camundongos MIF 
-/-

 em relação a animais WT. Além disso, observamos que na fase crônica 

da infecção a carga parasitária no cérebro (Figura 4C) de camundongos MIF
-/-

 também foi 

menor do que em animais WT. Esses resultados mostram que MIF contribui para a 

proliferação do parasito durante a fase aguda da infecção e/ou no estabelecimento de latência 

durante a fase crônica. 

O estado inflamatório dos tecidos também foi verificado através da análise 

histopatológica (Figura 5). As alterações existentes em tecido pulmonar após 7 dias de 

infecção e em tecido do sistema nervoso central após 30 dias de infecção nos grupos WT e 

MIF
-/-

 infectados com N. caninum foram analisadas em tecidos corados por hematoxilina e 

eosina. A análise histológica demonstra que camundongos deficientes em MIF apresentam 

uma exacerbação dos processos inflamatórios decorrentes da infecção quando comparados 

com animais WT, sendo exemplos destas observações a diminuição dos espaços alveolares 

nos pulmões, bem como aumento do infiltrado inflamatório mononuclear no tecido cerebral 

de camundongos MIF-/-. 
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Figura 3. Deficiência em MIF aumenta a resistência do hospedeiro contra a infecção por 

Neospora caninum. Animais WT e MIF
-/-

 (n= 10 animais/ grupo) foram infectados via 

intraperitoneal com 1x10
7
 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. Os dados não 

apresentaram diferenças significativas. 
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Figura 4. Quantificação da carga parasitária em camundongos WT e MIF
-/-

 infectados 

com Neospora caninum. Camundongos WT e MIF 
-/-

 (n= 10 animais/ grupo) foram 

infectados via intraperitoneal com 5x10
6
 taquizoítos de N. caninum e coletados após 7 dias de 

infecção (A) células do lavado peritoneal e (B) tecido pulmonar e após 30 dias de infecção 

(C) tecido do sistema nervoso central. Os dados foram obtidos através de qPCR pela 

amplificação do gene Nc5 e normalização com gene GAPDH de camundongo (controle). Os 

valores são expressos como média e ± erro padrão da média (SEM) *p<0.05 (teste de Mann 

Whitney). 
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Figura 5. A ausência de MIF agrava o quadro inflamatório observado no pulmão, fígado e cérebro de camundongos durante a infecção 

por Neospora caninum. Análise histológica em amostras de tecido pulmonar após 7 dias de infecção  e em amostras tecido do sistema nervoso 

central após 30 dias de infecção  de camundongos WT e MIF
-/-

 infectados com 5x10
6
 taquizoítos de N. caninum. As setas indicam locais com a 

presença de infiltrados inflamatórios.  
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5.3 Animais MIF 
-/-

 apresentaram aumento na produção de TNF e óxido nítrico durante 

a infecção por Neospora caninum 

 

Com o intuito de analisar o padrão de resposta celular induzido na ausência de MIF 

durante a infecção por N. caninum, foi avaliada a produção dos principais mediadores de uma 

resposta imune do tipo Th1, sendo eles IL-12p40, IFN-γ, TNF-α na fase aguda (Figura 6) e 

crônica (Figura 7) da infecção e também foi mensurada a produção de óxido nítrico (Figura 

8). Foi encontrado um aumento significativo de TNF-α em amostras do lavado peritoneal de 

animais MIF
-/-

, porém não observamos diferenças na produção desta citocina no pulmão, soro 

e cérebro. Também observamos que os níveis de IL-12p40 e IFN-γ não apresentaram 

alterações significativas em amostras de camundongos WT e MIF-/-, tanto fase aguda quanto 

na fase crônica da infecção. Observamos também o aumento nos níveis de NO em 

camundongos MIF
-/-

 após 24 horas de infecção. 
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Figura 6. Produção diferencial de citocinas durante fase aguda da infecção com N. 

caninum. Camundongos WT e MIF
-/-

 foram infectados com 5x10
6
 taquizoítos de N. caninum, 

sendo mensurado a quantidade de IL-12p40, IFN-γ e TNF-α em (A, D, G) lavado peritoneal, 

(B, E, H) homogenato de pulmão e (C, F, I) soro após 7 dias de infecção. Os dados foram 

obtidos a partir de reações de ELISA e CBA. Os valores são expressos como média e ± SEM, 

**p<0,001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste de Bonferroni). 
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Figura 7. Produção diferencial de citocinas durante fase crônica da infecção com N. 

caninum. Camundongos WT e MIF
-/-

 foram infectados com 5x10
6
 taquizoítos de N. caninum, 

sendo mensurada a quantidade de IL-12p40, IFN- e TNF-α em (A, C, E) homogenato de 

cérebro e (B, D, F) soro após 30 dias de infecção. Os dados foram obtidos a partir de reações 

de ELISA. Os valores são expressos como média e ± SEM (Two-Way ANOVA seguido pelo 

pós teste de Bonferroni). Os dados não apresentaram diferenças significativas. 
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Figura 8. Produção diferencial de óxido nítrico na fase aguda da infecção por N. 

caninum. Amostras de lavado peritoneal foram obtidas de animais WT e MIF-/- infectados 

por  24 horas e 7 dias com 5x10
6
 taquizoítos de N. caninum. A análise da concentração de 

nitrito foi realizada por ensaio de Griess. Os valores são expressos como média e ± erro 

padrão da média (SEM). *p<0.05 (Two Way Anova seguido pelo pós teste de Bonferroni). 
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5.4 Secreção de MIF durante a infecção por Neospora caninum é parcialmente 

dependente do receptor I de TNF  

 

Com o intuito de verificar vias de sinalização que influenciam a secreção de MIF 

durante a infecção por N. caninum, camundongos WT, MyD88
-/-

, TRIF
-/-

 e  TNFRI
-/-

 foram 

infectados com dose sub-letal de taquizoítos de N. caninum  (Figura 9). Após 7 dias de 

infecção, amostras de lavado peritoneal foram coletadas para dosagem da citocina MIF pela 

técnica de ELISA. Observou-se que a produção de MIF é independente da sinalização por 

moléculas adaptadoras responsáveis pela sinalização dos receptores do tipo Toll (TLR), uma 

vez que a concentração de MIF aumentou em camundongos MyD88
-/-

 e manteve-se intacta 

em animais TRIF
-/-

 durante a infecção por N. caninum (Figuras 9A e 9B). Já camundongos 

TNFRI
-/-

 produziram níveis reduzidos de MIF no peritônio após uma semana de infecção, 

evidenciando a participação desta via de sinalização na secreção da citocina em análise. 
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Figura 9. Vias de sinalização envolvidas na secreção de MIF durante a infecção por 

Neospora caninum. Animais WT, MyD88
-/-

, TRIF
-/-

 e TNFRI
-/-

 foram infectados via 

intraperitoneal com 5x10
6
  taquizoítos de N. caninum (Nc-Liv). Os níveis da citocina MIF 

foram mensurados em amostras de lavado peritoneal após 7 dias de infecção através da 

técnica de ELISA. Os valores são expressos como média e ± erro padrão da média (SEM). 

*p<0.05, **p<0,001 (Two Way Anova seguido pelo pós teste de Bonferroni). 
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5.5 MIF não participa da produção de anticorpos IgG específicos para Neospora 

caninum 

 

Objetivando verificar a cinética de reconhecimento de anticorpos antígeno-específicos durante a 

infecção por N. caninum, mensurou-se a presença de IgG e suas subclasses específicas para 

NLA em soros de camundongos WT e MIF
-
/
-
 durante diferentes dias de infecção (Figura 10). 

De forma geral, camundongos pertencentes aos dois grupos tiveram um pico de produção 

aumentado no décimo quinto dia e que se mantiveram até os 30 dias de infecção. Os grupos 

WT e MIF
-/-

 não apresentaram diferença significante na produção de anticorpos IgG e suas 

subclasses ao longo do período analisado.  
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Figura 10. Cinética diferencial da produção de anticorpos IgG antígeno-específicos em 

camundongos infectados com Neospora caninum. Pela técnica de ELISA indireto foi 

analisado a sororreatividade para anticorpos (A) IgG total, (B) IgG1 e (C) IgG2a em animais 

WT e MIF
-/-

 infectados com 5x10
6
 taquizoítos de N. caninum (Nc-Liv). A produção de 

anticorpos foi mensurada até 30 dias após infecção em soros de ambos os grupos. Valores são 

indicados como densidade óptica (DO) a 405nm e expressos como média e ± erro padrão da 

média (SEM) (Two Way Anova seguido pelo pós teste de Bonferroni). Os dados entre 

animais WT e MIF
-/-

 não apresentaram diferenças significativas. 
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6 DISCUSSÃO 

 

N. caninum é o causador da neosporose, e devido aos abortos que provoca em bovinos, 

causa grande impacto econômico em indústrias de corte e de leite podendo gerar por ano 

perdas de 2,4 bilhões de dólares. A alta prevalência e importância econômica da neosporose 

impulsiona o desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes contra este parasito 

(REICHEL et al., 2014). Neste sentido, pesquisas se mostram necessárias para compreender a 

relação parasito-hospedeiro e elucidar o papel da resposta imune durante a infecção por N. 

caninum. Assim, o presente estudo buscou avaliar o papel da citocina MIF na modulação da 

resposta imune por N. caninum.  

Fator de inibição de migração de macrófagos (MIF) é uma citocina pleiotrópica 

importante nas respostas inflamatórias envolvendo parasitos intracelulares. Estudos 

mostraram que esta citocina pode promover tanto um papel protetor quanto deletério na 

resposta imune contra diferentes patógenos (ROSADO JDE; RODRIGUEZ-SOSA, 2011). 

Vários trabalhos apontam a importância de MIF para a resistência do hospedeiro contra o 

Toxoplasma gondii, o qual possui uma ligeira relação com N. caninum (BOZZA et al., 2012;  

CAVALCANTI et al., 2011;  DUBEY, J. P.; CARPENTER; et al., 1988;  FLORES et al., 

2008). No entanto, há falta de trabalhos que demonstram mecanismo ativado por MIF durante 

uma infecção por N. caninum.  

O presente estudo avaliou a secreção de MIF em diferentes sítios durante a fase aguda 

e crônica da infecção por N. caninum e observou-se que sua a concentração aumenta com a 

infecção e também com o tempo da infecção. Os resultados demonstram uma função 

moduladora de MIF durante uma infecção aguda por N. caninum em células e fluido da 

cavidade peritoneal, baço e pulmão. Tem sido observado em outros estudos, a presença de 

MIF não apenas em células do sistema imunitário, mas também em vários tecidos que estão 

em contato direto com o ambiente natural do hospedeiro. Uma característica notória e 

relevante é que MIF encontra-se pré-formada intracelularmente, o que a torna um importante 

fator nas respostas inflamatórias agudas e como um mediador central na imunidade inata 

contra diversos patógenos (CALANDRA; ROGER, 2003).  

Durante o estudo, foi observado que animais MIF
-/-

 infectados com N. caninum 

apresentaram um ligeiro aumento na sobrevivência e perda de peso menos acentuada bem 

como uma diminuição da carga parasitária em ambas as fases aguda e crônica da doença, 

quando comparados com camundongos do tipo selvagem. Também, ao analisar a patologia do 
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pulmão e cérebro, observou-se que animais MIF
-/-

 apresentam maior inflamação nestes 

órgãos, sugerindo que o maior controle da infecção é dependente de um processo inflamatório 

mais intenso. Sabe-se que a alta produção de citocinas pró-inflamatórias reduz a multiplicação 

parasitária em tecidos de animais infectados (INNES et al., 2007), fato observado em nosso 

estudo. Em modelo de infecção por Plasmodium chabaudi adami, parasito protozoário 

intracelular causador da malária, Malu e colaboradores (2011) observaram que infecções por 

este parasito são mais eficientemente controladas em camundongos BALB/c deficientes para 

MIF ou neutralizados para esta citocina. Sendo também observada a indução significativa da 

secreção de MIF durante a infecção. Em um outro estudo com este mesmo parasito, foi 

observado níveis elevados de MIF no plasma, associando essa citocina com a gravidade da 

anemia, supressão da eritropoiese e aumento da mortalidade (MARTINEY et al., 2000). A 

partir desses resultados, pode-se deduzir que MIF desempenha um importante papel 

modulatório na resposta imune desencadeada por protozoários. Resultados distintos foram 

encontrados por Flores e colaboradores (2008) ao estudarem a função de MIF em infecções 

por T. gondii. Apesar de maiores danos serem encontrados no fígado de animais MIF
-/-

 do que 

em animais selvagens, eles observaram que animais BALB/c MIF
-/-

 foram mais suscetíveis à 

infecção pelas cepas RH e ME49 de T. gondii, além de animais WT apresentarem aumento de 

TNF-α, IL-12 e melhor atividade microbicida devido à produção de óxido nítrico. Cavalcanti 

e colaboradores (2011) encontraram resultados semelhantes aos encontrados por Flores e 

colaboradores (2008). Evidenciaram que camundongos C57BL/6 knockout para MIF 

infectados com a cepa ME49 de T. gondii tiveram uma redução de citocinas TNF-α e IFN- 

com consequente diminuição da resposta inflamatória sistêmica e dos danos teciduais. Apesar 

dos resultados contraditórios encontrados, sabe-se que além de diferir-se em características de 

indução de patologias, N. caninum e T. gondii também se distinguem em suas interações com 

o hospedeiro (HEMPHILL et al., 2013;  INNES et al., 2007). 

Adicionalmente, estudos mostram que MIF participa na regulação de citocinas  

envolvidas em infecções por parasitas intracelulares (ROSADO JDE; RODRIGUEZ-SOSA, 

2011). Os nossos resultados mostram que a produção das citocinas IL-12 e IFN-γ não foram 

significativamente diferentes entre animais WT e deficientes em MIF. No entanto, verificou-

se que a produção de TNF-α foi significativamente aumentada associada com um aumento da 

produção de NO em animais MIF
-/-

. Estes resultados explicam o aumento da inflamação 

pulmonar e cerebral encontrada em animais deficientes para MIF. Adicionalmente, o presente 

estudo avaliou possíveis vias relacionadas a secreção de MIF e observou-se que as proteínas 
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adaptadoras dos TLRs, MyD88 e TRIF, não são necessárias para a produção da citocina. 

Sabe-se que para a indução eficiente da resposta Th1 em infecções contra N. caninum, a 

molécula adaptadora MyD88 é ativada por TLR2 em células apresentadoras de antígeno, que 

por sua vez produzem IL-12p40, elevando os níveis de IFN-γ (MINEO et al., 2010).  

Estudos evidenciam que MIF é liberada de macrófagos quando estimulados por LPS, 

IFN-γ e TNF-α (CALANDRA et al., 1994). O presente estudo demonstra essa relação em 

animais TNFR1
-/-

 infectados com N. caninum que apresentaram redução de MIF, mostrando 

que a liberação desta citocina é dependente de TNF-α. Já em animais deficientes em MIF há 

um aumento de TNF-α, demonstrando que a produção de TNF-α não é dependente de MIF. 

Provavelmente, este aumento de TNF-α pode ser um mecanismo compensatório para 

estimular MIF na ausência de sua expressão. Em trabalhos prévios demonstrado por Mineo e 

colaboradores (2010), a produção de TNF-α está relacionada com a ativação de 

TLR2/MyD88, em que o uso de animais deficientes para MyD88 e para TLR2 após a infecção 

resultou em uma baixa produção desta citocina, na resistência do hospedeiro contra a infecção 

por N. caninum.  

Além disso, MIF pode ser endocitado e translocado através da membrana endossomal 

e ativar a cascata de fosforilação da via de sinalização por quinase reguladora do sinal 

extracelular 1/2 (ERK1/2) e promover a síntese de prostaglandina E2 (PGE2) (LUE et al., 

2002;  MITCHELL et al., 1999). Também já foi evidenciado que MIF é capaz de desencadear 

a fosforilação da MAPK p38 (TERRAZAS et al., 2011). Em estudos prévios foi demonstrado 

que camundongos infectados com T. gondii produziram altos níveis de PGE2 e que esta 

produção estava envolvida com o aumento da carga parasitária e inibição de citocinas IL-6 e 

TNF-α (ABDALLA et al., 2008). Nesse sentido, nossos resultados pressupõem que 

provavelmente a via de sinalização ERK1/2 em animais MIF
-/- 

não é ativada, 

consequentemente PGE2 não é produzida o que permite o aumento de TNF-α associado a um 

aumento de NO e controle da infecção por N. caninum. Experimentos em cultura celular tem 

demonstrado um papel crucial tanto de IFN-γ quanto de TNF-α na indução de iNOS, bem 

como no controle de crescimento de parasitos por macrófagos (LANGERMANS et al., 1992;  

SIBLEY et al., 1991;  YAROVINSKY, 2014). 

Em um estudo realizado por Barbosa e colaboradores (2014) foi verificado a 

sinalização intracelular desencadeada por MIF em um modelo de células trofoblásticas 

infectados com T. gondii. Eles mostraram que baixos níveis de MIF ativa a fosforilação de 

ERK1 / 2 e aumenta a produção de PGE2. Além disso, a PGE2 foi identificado como uma 
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causa importante de imunossupressão, sendo um fator importante para a persistência de T. 

gondii na interface materno-fetal. No entanto, o controle do parasitismo ocorreu apenas em 

concentrações elevadas de MIF, demonstrando que o controle da infecção é dose-dependente 

da citocina MIF.  

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

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

isotipos de anticorpos (INNES; MATTSSON, 2007). Apesar de TNF-α estar elevado em 

animais MIF
-/-

, o presente estudo não observou diferenças na produção de anticorpos entre os 

grupos estudados. 

Estudos anteriores têm descrito proteínas semelhantes à MIF tanto em relação à 

estrutura quanto a função em protozoários tais como Plasmodium spp, Toxoplasma gondii e 

N. caninum, e parecem ser responsável por evasão e regulação imunológica (ALAM et al., 

2011;  KAMIR et al., 2008;  SOMMERVILLE et al., 2013). Miller e colaboradores (2012) 

observaram o homólogo de MIF para Plasmodium yoelli (PyMIF) em todo o ciclo de vida do 

parasito. PyMIF parece ser importante para o desenvolvimento do parasito na fase que infecta 

o fígado do hospedeiro. Já Sun e colaboradores (2012), demonstraram que em pacientes 

infectados com Plasmodium spp., MIF do parasito é detectável na circulação e sua quantidade 

no hospedeiro relaciona-se com a parasitemia, quantidade de MIF humano e níveis de 

citocina. Adicionalmente, foi demonstrado por Sommerville e colaboradores (2013) que T. 

gondii possui proteínas semelhantes à MIF no seu genoma que podem modular as respostas 

imunes do hospedeiro e manter sua sobrevivência. A produção de recombinante TgMIF 

facilitou um melhor entendimento desta proteína. Desse modo, foi demonstrado que TgMIF 

estimula a via ERK/MAPK para induzir a produção de IL-8 e recrutamento de neutrófilos, 

que servem para limitar a gravidade da infecção, mas também facilitam a disseminação do 

parasito para tecidos e término do ciclo de vida. Em relação ao N. caninum, Qu e 

colaboradores (2013) foram os primeiros a caracterizarem MIF deste protozoário (NcMIF) e 

observaram alta similaridade (87%) com MIF de T. gondii (TgMIF). Nenhum NcMIF 

recombinante apresentou atividade de tautomerase e oxirredutase. A ausência de atividade 

pode ser devido a deficiência de ligação de NcMIF ao receptor CD74. A produção diferencial 

de NcMIF por isolados de N. caninum sugere que esta molécula seja mediadora das interações 

parasito-hospedeiro. Também, em ensaio de imunomicroscopia observou-se a presença de 

NcMIF em roptrias, micronema e grânulos densos, além de ser encontrado em preparações de 

antígeno excretado e secretado reforçando o possível papel desta molécula como moduladora 
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da resposta imune do hospedeiro. Os resultados do presente estudo evidenciam uma 

modulação por MIF do hospedeiro na resposta inflamatória desencadeada pela infecção por N. 

caninum, promovendo aumento na carga parasitária, favorecendo o curso da infecção. 

Possivelmente, a proteína MIF do parasito pode desempenhar um papel na progressão da 

parasitemia e na evasão da resposta imune do hospedeiro (RICHARDSON et al., 2009). 

Assim, os resultados presentes neste trabalho sugerem que MIF apresenta um papel 

modulador relevante, sendo importante para o curso da infecção por N. caninum. No entanto, 

pesquisas ainda são necessárias para melhor elucidar o papel MIF na resposta imune 

desencadeada por N. caninum.  
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7 CONCLUSÕES 

 

Baseando-se nos resultados obtidos, podemos concluir que: 

 

 MIF modula negativamente a resposta inflamatória desencadeada pela infecção por N. 

caninum, promovendo aumento na carga parasitária; 

 

 N. caninum induz a secreção de MIF durante a infecção; 

 

 A citocina MIF regula negativamente TNF-α e NO frente à infecção por N. caninum; 

 

 Não há envolvimento das moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF na secreção de MIF; 

 

 A concentração de MIF nos sítios de infecção é parcialmente dependente da via de sinalização 

de TNFRI; 

 

 A citocina MIF não mostrou influência na produção de anticorpos IgG e suas subclasses 

específicas a antígenos solúveis de N. caninum. 
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