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Resumo 

Neospora caninum é um dos principais agentes causadores de abortamentos e natimortalidade em bovinos. A defesa 
imune do hospedeiro é capaz de inibir a atividade dos taquizoítos na fase aguda da infecção, mas não age sobre os 
bradizoítos nos cistos teciduais. A ativação e a modulação dessa resposta de defesa são controladas por mediadores 
celulares. A técnica do RT-PCR em tempo real foi empregada para a detecção de alguns desses mediadores durante 
a infecção pelo N. caninum. Foram analisadas amostras de linfonodos poplíteos, fígado e córtex cerebral de bezerros 
Holandeses e Nelores infectados com taquizoítos por via intramuscular e controles não-infectados, abatidos no sexto 
dia pós-inoculação. A RT-PCR em tempo real detectou a expressão dos genes em todos os tecidos analisados. Não 
houve variação significativa na expressão do gene GADPH entre os grupos, a eficiência de amplificação desse foi 
similar aos demais genes testados e foi empregado como controle endógeno na análise. A comparação entre infectados e 
não-infectados permitiu a quantificação relativa da expressão gênica. A expressão dos genes IFN-g e TNF-a apresentou 
elevação significante em algumas amostras. Os genes iNOS e TGF-b1 apresentaram algumas variações não-significativas 
e os valores de IL-4 e IL-10 permaneceram praticamente inalterados. 

Palavras-chave: Neospora caninum, Bos taurus, Bos indicus, RT-PCR, expressão gênica.

Abstract 

Neospora caninum is one of the main causes of abortion and natimortality in cattle. Host immune defense is capable 
to inhibit tachyzoite activity during acute infection, but there is no action against bradyzoites in tissue cysts. Activation 
and modulation of this response is controlled by cell mediators. The real-time RT-PCR technique was employed to 
detect some of those mediators during N. caninum infection. Holstein and Nelore calves intramuscularly infected with 
tachyzoites and uninfected controls were slaughtered at the sixth day post-infection and popliteal lymph node, liver and 
brain cortex samples were analyzed. Real-time RT-PCR detected gene expression in all tissues. No significant variation 
of GAPDH gene expression was detected among groups, its amplification efficiency was similar to the other genes 
tested and it was used as the endogenous control for the analysis. Comparisons between infected and uninfected groups 
allowed the relative gene expression quantification. IFN-g and TNF-a genes showed increased expression in some 
samples. iNOS and TGF-b1 genes had some non-significant variations and IL-4 and IL-10 stayed pratically inaltered.

Keywords: Neospora caninum, Bos taurus, Bos indicus, RT-PCR, gene expression.
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Introdução

A infecção por Neospora caninum é considerada umas das 
principais causas de abortamentos e natimortalidade em rebanhos 
bovinos no mundo (DUBEY et al., 2007). Com base em dados 
soro-epidemiológicos recentes, sabe-se que a ocorrência da ne-
osporose varia de 8,8 a 46,0% nos rebanhos nacionais, afetando 
tanto o gado leiteiro quanto o de corte e é encontrado em pra-
ticamente todos os estados pesquisados (AGUIAR et al., 2006; 
CORBELLINI et al., 2002; DUBEY et al., 2007; GONDIM 
et al., 1999; GUIMARÃES et al., 2004; MELO et  al., 2006; 
MINERVINO et al., 2008; MUNHOZ et al., 2006; OSHIRO 
et al., 2007).

É difícil estimar os prejuízos causados pela infecção por 
N. caninum. Os principais danos manifestam-se durante o pe-
ríodo gestacional pela ocorrência de abortamentos, elevada na-
timortalidade ou pela geração sucessiva de bezerros congenita-
mente infectados que pode se repetir ao longo de várias gestações 
(DUBEY et al., 2007; INNES et al., 2007).

Em sua fase inicial, a infecção se dissemina de forma sistê-
mica e o parasito se reproduz rapidamente em vários tecidos. 
Em hospedeiros imunologicamente competentes, a ativação da 
resposta celular controla a multiplicação parasitária de forma 
eficiente, entretanto não é capaz de eliminar os parasitos que 
se mantêm latentes em cistos que se localizam preferencial-
mente em tecido nervoso. Dessa maneira, uma vez infectado, 
o bovino assume a condição de portador são. Em períodos de 
diminuição da defesa imune do hospedeiro, como ocorre du-
rante a gestação, N. caninum retorna à atividade, possibilitan-
do a transmissão transplacentária da infecção (HEMPHILL 
et al., 2006).

Os mecanismos envolvidos na defesa dos hospedeiros con-
tra os parasitos são bastante complexos e envolvem vários tipos 
celulares. A ativação e o controle dessa resposta são feitos por 
mediadores celulares que são produzidos de acordo com o agente 
agressor envolvido. Na medicina veterinária, o custo do desen-
volvimento de métodos detecção e produção de imunoreagentes 
espécie específicos para cada mediador tornaram-se um grande 
empecilho para o estudo da resposta imune celular. 

No presente experimento, a técnica da PCR em tempo 
real foi testada para a detecção e quantificação da expressão de 
mRNA de alguns destes mediadores em resposta à infecção por 
N. caninum. Para tanto, foram avaliados diferentes tecidos de 
bezerros das raças Nelore e Holandês infectados por N. caninum 
e controles sem infecção. 

Foram selecionados mediadores celulares envolvidos na res-
posta contra parasitos intracelulares (interferon gama, IFN-g), 
mediadores implicados no processo inflamatório (fator de 
necrose tumoral alfa, TNF-a), outros de ação desconhecida 
contra N. caninum, mas conhecidos por estar associados a fun-
ções importantes de fagócitos contra Toxoplasma gondii como o 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS), implicados na resposta 
Th2 (interleucina 4, IL-4), moduladores da resposta inflamató-
ria (IL-10, fator transformador de crescimento beta 1, TGF-b1) 
e um gene constitutivo gliceraldeído fosfato desidrogenase 
(GAPDH). 

Conjuntos de primers e sondas específicos para bovinos foram 
desenhados a partir de sequências disponibilizadas no Genbank. 
A eficiência das amplificações foi avaliada por meio da linearida-
de e da inclinação das curvas padrão frente a diferentes concen-
trações de cDNA-alvo (Applied Biosystems, 2004). 

Material e Métodos

1. Animais

Foram utilizados catorze bovinos, sete da raça Holandesa e 
sete da raça Nelore, sorologicamente negativos para N. caninum 
e com idade aproximada de seis meses. Todos os bezerros foram 
mantidos em instalações sem acesso a pasto, em grupos de três 
a quatro bezerros por baia, diariamente alimentados com feno e 
ração própria para bezerros e água ad libitum em conformidade 
com os princípios éticos de experimentação animal da Comissão 
de Bioética da FMVZ – USP (protocolo nº 814/2005).

2. Infecção por Neospora caninum e obtenção das 
amostras de tecido

Quatro bezerros Holandeses e quatro Nelores receberam 
uma suspensão contendo 108 taquizoítos de N. caninum obtidos 
de cultivos celulares (cepa NC-1) por via IM no membro poste-
rior e três bezerros de cada raça foram mantidos como controle 
sem infecção e receberam uma suspensão de células Vero pela 
mesma via. No sexto dia pós-infecção os bezerros foram aba-
tidos para a remoção das amostras de linfonodo poplíteo ipsi 
e contralateral à inoculação, córtex cerebral e fígado que foram 
imediatamente imersas em nitrogênio líquido. As amostras de 
tecido permaneceram congeladas a –70 °C até o momento das 
extrações de RNA.

3. Desenho de “primers” e sondas

Sequências dos genes-alvo foram obtidas do Genbank e 
exportadas para o programa Primer Express v 3.3 (Applied 
Biosystems). Os conjuntos de primers e sonda foram desenhados 
seguindo os critérios padrões definidos pelo software para sondas 
do tipo TaqMan. Para o gene IFN-g foi escolhido uma sonda do 
tipo MGB devido a ausência de uma sequência adequada para o 
desenho de uma sonda TaqMan. 

Os pares de primers e as respectivas sondas fluorogênicas fo-
ram sintetizadas pela Applied Biosystems de acordo com a lista-
gem apresentada no Quadro 1.

4. Extração de RNA

As amostras de tecido foram inicialmente fragmentadas em 
grau com pistilo contendo nitrogênio líquido. A seguir foram 
misturadas ao reagente Trizol (Invitrogen) com auxílio de um 
homogenizador de tecidos (MA102, Marconi). A extração de 
RNA foi realizada seguindo as instruções do fabricante.
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A concentração e a qualidade do RNA foram estimadas 
por leitura em espectrofotômetro a 260 nm e cálculo da razão 
260/280, respectivamente (Biophotometer, Eppendorf ).

5. Síntese de cDNA

As amostras de RNA foram tratadas com Dnase (Deoxyri-
bonuclease I, Invitrogen) para remoção de possíveis resíduos 
de DNA genômico. A seguir, a reação de transcrição reversa 
foi realizada utilizando 2 mg de RNA total, transcriptase re-
versa (Superscript III, Invitrogen) e Oligo dT(12-18) primer 
(Invitrogen) em presença de inibidores de Rnase (Rnase OUT, 
Invitrogen) em um volume final de 20 mL, a ordem e as etapas 
de incubação foram realizadas de acordo com as recomendações 
de tempo e temperaturas do fabricante dos reagentes.

6. PCR em tempo real 

As amplificações por PCR foram realizadas em duplicatas e 
utilizando 50 ng de cDNA por reação. As reações foram preparadas 
com reagentes padronizados para PCR em tempo real (TaqMan 
Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems) adicionado dos 
conjuntos de primers e sonda específico para cada gene. As con-
dições da reação foram 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 
10 minutos e 40 repetições de 95 °C por 15 segundos e 60 °C 
por 1 minuto. As leituras da fluorescência foram realizadas pelo 
equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) a cada 
ciclo de amplificação e, posteriormente, analisados pelo Sequence 
Detection Software (SDS) v1.3 (Applied Biosystems). 

Todas as reações foram submetidas às mesmas condições de 
análise e normalizadas pelo sinal do corante de referência passiva 
ROX para correção de flutuações na leitura decorrentes a va-
riações de volume e evaporação ao longo da reação. O resulta-
do, expresso em valor de CT, se refere ao número de ciclos de 
PCR necessários para que o sinal o fluorescente atinja o limiar 
de detecção.

Os resultados individuais expressos em valores de CT foram 
a seguir transferidos para planilhas e agrupados de acordo com o 
tecido analisado, a raça e a condição infectado ou não-infectado 
para realização da análise estatística.

7. Eficiência de amplificação

Com o intuito de avaliar a eficiência da reação de amplifi-
cação de cada gene-alvo, foram realizadas diluições seriadas de 
cDNA que foram submetidas à amplificação nas mesmas con-
dições acima citadas. O gráfico gerado pela concentração de 
cDNA e os respectivos valores de CT foram empregados para o 
cálculo da equação de regressão e a correlação entre as variáveis 
pelo R-quadrado.

8. Eletroforese em gel de agarose

Na fase de inicial de padronização da reação de PCR em 
tempo real, o produto das reações de PCR foram submetidas a 
eletroforese em gel de agarose a 2% e corados com brometo de 
etídio para a visualização e a confirmação da amplificação de um 
único produto em tamanho compatível com o esperado. 

Quadro 1. Genes testados pela técnica de RT-PCR em tempo real, número de acesso no Genbank, sequência dos conjuntos de primers e 
sondas (5´ → 3´) empregados na reação de amplificação e respectivas marcações das sondas, São Paulo, 2007.

Gene-alvo Número de acesso   Primers senso (1) e anti-senso (2) e sonda (3)

IFN-g NM_174086
(1) GGAGGACTTCAAAAAGCTGATTCA
(2) GGCTTTGCGCTGGATCTG
(3) VIC-ATTCCGGTGGATGATC-MGB

TNF-a AF011927
(1) CTCAGTCGTGCCCGACACT
(2) CATGGATGGAGGAGCTTGGT
(3) VIC-TGCGACCCCATGGACAGTAGCCTG-TAMRA

iNOS U18331
(1) GAGGTGCACACCGCCTATTC
(2) TGCCGCAGGATGTCTTGAA
(3) 6-FAM-CGCCTGCCTGACCAGCCCA-TAMRA

IL-4 M77120
(1) GCTGCCTGTAGCAGACGTCTT
(2) GGAGGACTTCAAAAAGCTGATTCA
(3) VIC-TGCCCCAAAGAACACAACTGAGAAGGA-TAMRA

IL-10 NM_174088
(1) CCTTGTCGGAAATGATCCAGTT
(2) TTCACGTGCTCCTTGATGTCA
(3) 6-FAM-CCACAGGCTGAGAACCACGGG-TAMRA

TGF-b1 M36271
(1) CGAGCCCTGGACACCAACTA
(2) GGAAGTCAATGTAGAGCTGACGAA
(3) 6-FAM-TGCTTCAGCTCCACAGAAAAGAACTGCTG-TAMRA

GAPDH BC102589
(1) GGCGCCAAGAGGGTCAT
(2) GTGGTTCACGCCCATCACA
(3) 6-FAM-TCTCTGCACCTTCTGCCGATGCC-TAMRA
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9. Análise estatística

Os resultados da PCR em tempo real para cada gene foram 
agrupados de acordo com a raça e a condição infectado ou 
não-infectado e submetidos à análise de variância e comparados 
pelo teste t de Student (a = 0,05).

Resultados e Discussão

A técnica da RT-PCR em tempo real permite a quantifica-
ção da expressão de genes induzidos em resposta a diferentes 
condições, apresentando um maior grau de sensibilidade que 
o PCR competitivo e uma boa reprodutibilidade. A quantifica-
ção da expressão dos genes é feita de forma relativa, isto é, pela 
comparação da expressão em um grupo exposto a um estímu-
lo a um outro grupo não exposto, denominado grupo controle 
(ZARLENGA; HIGGINS, 2001). 

Inicialmente, os produtos da reação de PCR em tempo real 
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose confirmando 
a amplificação do gene-alvo pela geração de um único produto 
de tamanho compatível com o esperado e a ausência de forma-
ção de produtos inespecíficos. Os resultados qualitativos, isto é, a 
presença de fluorescência na PCR em tempo real e a visualização 
do produto na eletroforese em gel de agarose e a ausência de flu-
orescência e a não visualização de banda, foram concordantes. 

A partir dos dados colhidos pelo equipamento, o programa 
SDS v 1.3 (Applied Biosystems) realiza o cálculo automático do 
limiar de detecção. Entretanto, objetivando uma melhor análise 
dos dados optou-se pela verificação individual das curvas de am-
plificação, remoção dos sinais não-específicos e o ajuste manual 
do limiar de detecção para que os resultados fossem obtidos na 
faixa de amplificação exponencial. Definiu-se, dessa maneira, 
um limiar de detecção distinto para cada gene testado. 

A seguir, para validar a quantificação relativa da expressão de 
mRNA dos tecidos é importante que todas as reações de PCR 
ocorram sob condições ótimas e similares. Para testar a eficiência 
de amplificação de cada um dos genes-alvo, diluições seriadas de 
cDNA foram testadas e os resultados da reação (dados pelo valor 
de CT) foram tabeladas para o cálculo da equação de regressão 
e do R-quadrado. 

As equações de regressão obtidas estão listadas na Tabela 1 e 
mostram boas condições de amplificação (valores de inclinação en-
tre 2,8 e 3,3) e correlação positiva entre as variáveis (R2 entre 0,86 e 
0,99) observadas em pelo menos quatro diluições sucessivas.

O uso de um gene constitutivo como controle endógeno na 
reação de PCR quantitativo e como fator de normalização dos 
dados é controverso (BUSTIN, 2002; THELLIN et al., 1999). 
Um dos requisitos mais importantes para a escolha de um gene 
candidato a controle endógeno é a sua presença constante em 
todas as amostras testadas com pouca variação na expressão por 
influência de estímulos externos ou mudanças no metabolismo 
celular. Seguindo esse raciocínio, as flutuações decorrentes a va-
riações de pipetagem e consequentemente na concentração final 
dos reagentes, da amostra ou variações nas condições das reações 
de RT ou de PCR seriam corrigidas pela expressão do gene cons-
titutivo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004).

No presente experimento, o gene GAPDH foi detectado em 
quantidade similar em todos os animais experimentais, sem apre-
sentar uma diferença estatística significante (teste t de Student, 
a = 0,05) entre os valores médios dos grupos controle e infec-
tado, assim como, entre os bezerros da raça Nelore e Holandesa 
(Tabela 2). 

Essa ausência de variação na expressão do gene controle endó-
geno também pode ser interpretada como um indicador da inte-
gridade do RNA extraído, da adequada síntese de cDNA na reação 
de transcrição reversa e da boa amplificação do produto durante a 
PCR. Além desses fatores, o gene GAPDH apresentou eficiência 
de amplificação semelhante aos demais genes testados (Tabela 1).

Devido a diferenças na composição celular e na função me-
tabólica dos tecidos de linfonodo, de fígado e de córtex cerebral 
não foi realizado uma comparação nos níveis de expressão entre 
um tipo tecidual e outro.  

Com base nesses resultados e com o intuito de corrigir possí-
veis variações na quantidade de RNA inicial empregada em cada 
reação, assim como variações decorrentes da pipetagem manual 
dos reagentes, optou-se pela utilização do gene controle endóge-
no (BUSTIN et al., 2005). Dessa maneira, a quantificação da ex-
pressão dos genes IFN-g, TNF-a, iNOS, IL-4, IL-10 e TGF-b1 
foram expressos em valores de DCT (Tabela 3), utilizando a 
expressão do gene GAPDH como fator de normalização.

Similarmente ao observado no gene GAPDH, a técnica da 
RT-PCR em tempo real detectou a expressão dos demais genes-
alvo em todos os tecidos analisados. Os resultados indicam uma 
alteração na expressão de alguns desses genes nos bezerros infec-
tados por N. caninum. 

A infecção por N. caninum é pouco patogênica para bovinos 
imunologicamente competentes. As lesões mais frequentemente 
descritas são observadas em vacas gestantes na interface mater-
no-fetal e nos tecidos fetais (INNES et al., 2005). Com base 
em infecções experimentais em cultivos celulares (INNES et al., 
1995; YAMANE et al., 2000) e em camundongos (KHAN, 
et  al., 1997; LONG et al., 1998; RETTIGNER et al., 2004; 
RITTER et al., 2002), sabe-se que a resposta celular mediada 
pelo IFN-g é um importante componente no controle da infec-
ção por taquizoítos. 

No presente experimento, os bezerros foram abatidos no sex-
to dia pós-infecção com intuito de detectar alterações na expres-
são de genes induzidas pelos taquizoítos durante a fase inicial de 
ativação da resposta do hospedeiro. 

Tabela 1. Equação de regressão e R-quadrado (R2) das reações de 
amplificação de cada gene-alvo, São Paulo, 2007. 

Gene Equação de regressão R2

IFN-g y = –3,368x + 36,30 0,981

TNF-a y = –2,281x + 25,87 0,992

INOS y = –3,184 x + 38,56 0,864

IL-4 y = –2,896x + 36,58 0,953

IL-10 y = –2,821x + 29,74 0,993

TGF-b1 y = –2,290x + 30,40 0,995

GAPDH y = –3,124x + 24,26 0,995



12	 Nishi, S.M. et al.	 Rev. Bras. Parasitol. Vet.

Tabela 2. Expressão do gene GAPDH em diferentes tecidos de bezerros da raça Nelore e Holandesa pela técnica da RT-PCR em tempo real. 
Média e desvio-padrão dos valores de CT obtidos nas amostras de linfonodos poplíteos (LN pop) ipsi e contralateral à inoculação, córtex 
cerebral e fígado nos grupos infectados com N. caninum e controles sem infecção, São Paulo, 2007. 

Raça Grupo
Tecido

LN pop ipsilateral LN pop contralateral Córtex Fígado

Holandês
Controle 20,4 ± 1,1a 21,5 ± 2,5a 18,3 ± 0,6a 22,2 ± 1,9a

Infectado 19,7 ± 1,7a 20,3 ± 2,6a 18,5 ± 0,6a 24,7 ± 1,2a

Nelore
Controle 21,6 ± 0,5a 20,1 ± 2,1a 18,6 ± 1,8a 24,7 ± 3,5a

Infectado 21,3 ± 2,1a 22,3 ± 3,0a 19,5 ± 1,1a 26,4 ± 3,9a

Letras distintas entre grupos indicam diferença estatística significativa (a = 0,05).

Tabela 3. Expressão dos genes IFN-g, IL-10, IL-4, iNOS, TGF-b1 e TNF-a em amostras de linfonodo poplíteo ipsilateral (LN ipsilat), 
contralateral (LN contralat), fígado e córtex cerebral de bezerros das raças Holandesa (Hol) e Nelore (Nel). Valores médios de DCT para os 
grupos infectados (I) com N. caninum e controles sem infecção (C) de acordo com a raça, São Paulo, 2007.

Tecido Grupo
Genes-alvo

IFN-g TNF-a iNOS IL-4 IL-10 TGF-b1

LN
ipsilateral

Hol-C 8,6 ± 0,6ab 8,0 ± 0,3ab 9,3 ± 0,6a 11,5 ± 0,6a 8,2 ± 0,6a 5,6 ± 0,3ab

Hol-I 7,3 ± 1,4b 8,3 ± 0,3a 10,3 ± 0,7a 11,0 ± 0,8a 7,7 ± 0,4a 5,0 ± 0,0b

Nel-C 10,6 ± 2,0a 7,1 ± 0,7b 8,9 ± 0,9a 11,1 ± 0,6a 8,1 ± 0,9a 5,0 ± 0,5ab

Nel-I 8,6 ± 1,5ab 7,3 ± 0,5b 9,0 ± 1,1a 11,1 ± 0,8a 8,1 ± 0,9a 5,9 ± 0,8a

LN 
contralat

Hol-C 8,1 ± 0,5a 7,1 ± 0,4a 9,5 ± 1,1a 11,4 ± 1,2a 7,5 ± 0,9a 6,3 ± 1,0a

Hol-I 8,7 ± 0,3a 7,8 ± 0,8a 10,0 ± 1,4a 11,4 ± 0,6a 7,7 ± 0,1a 5,3 ± 0,9a

Nel-C 10,7 ± 1,0b 7,4 ± 1,1a 10,6 ± 1,5a 11,8 ± 1,3a 8,3 ± 0,4a 5,6 ± 0,3a

Nel-I 8,0 ± 1,1a 7,3 ± 1,1a 9,0 ± 1,6a 11,4 ± 0,5a 9,3 ± 0,4b 6,4 ± 0,6a

Córtex

Hol-C 16,4 ± 0,7a 10,1 ± 0,8a 12,5 ± 0,2a 19,4 ± 1,6a 11,8 ± 0,0ab 10,0 ± 0,8a

Hol-I 14,5 ± 2,4a 8,5 ± 0,8b 13,3 ± 1,3a 19,4 ± 0,9a 11,4 ± 1,2a 10,1 ± 0,3a

Nel-C 16,8 ± 1,5a 9,1 ± 0,6ab 12,7 ± 1,9a 19,6 ± 1,9a 14,5 ± 2,1c 9,6 ± 0,8a

Nel-I 16,8 ± 1,3a 9,7 ± 0,4a 11,5 ± 0,9a 18,8 ± 0,4a 14,2 ± 1,2bc 9,5 ± 0,1a

Fígado

Hol-C 9,7 ± 2,0ª 9,8 ± 0,2ab 12,3 ± 0,6a 15,9 ± 1,3a 9,9 ± 0,8a 8,8 ± 0,2ab

Hol-I 7,5 ± 3,3ª 9,4 ± 0,7ab 10,9 ± 1,0a 15,1 ± 1,5a 9,6 ± 1,1ª 9,0 ± 1,3ab

Nel-C 10,6 ± 1,4ª 10,3 ± 0,8a 11,8 ± 1,9a 14,1 ± 0,2a 11,6 ± 0,9b 8,0 ± 0,3b

Nel-I 8,1 ± 1,5ª 8,2 ± 1,7b 11,9 ± 1,0a 15,1 ± 2,3a 11,9 ± 0,6b 11,2 ± 2,1a

Letras distintas entre grupos indicam diferença estatística significativa (a = 0,05).

Os genes associados à resposta pró-inflamatória IFN-g e 
TNF-a apresentaram uma diminuição do valor de DCT em 
alguns tecidos dos animais dos grupos infectados por N. caninum, 
o que significa um aumento da expressão dos mesmos em res-
posta ao agente. A indução da expressão desses genes correspon-
de ao esperado na resposta a um parasito intracelular (INNES 
et al., 2007).

Estatisticamente o aumento da na expressão do gene IFN-g 
foi significativa (a = 0,05) somente no linfonodo poplíteo con-
tralateral à inoculação nos bezerros da raça Nelore. Verificou-se, 
entretanto, uma tendência de elevação na expressão deste gene 

no fígado e no linfonodo poplíteo ipsilateral à inoculação do 
parasito em ambas as raças, assim como no tecido de córtex ce-
rebral dos holandeses. 

 O IFN-g está envolvido na ativação de macrófagos, aumen-
tando a capacidade fagocitose e a apresentação de antígenos. 
Embora não significativa, houve uma discreta indução do gene 
iNOS, enzima associada a indução da produção de óxido nítrico 
envolvido na destruição do patógeno. O aumento da expressão 
de iNOS foi observado no linfonodo poplíteo contralateral e 
córtex cerebral dos Nelores infetcados e fígado dos holandeses 
infectados.
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Quanto à expressão de TNF-a foi detectada elevação em 
amostras de córtex cerebral dos bezerros Holandeses infectados e 
também uma elevação em amostras de fígado dos Nelores. 

Quanto aos mediadores associados à modulação da respos-
ta, foi observada uma inibição da expressão do gene TGFb-1 
no tecido hepático dos Nelores infectados. O gene IL-10 apre-
sentou variação somente no linfonodo poplíteo contralateral à 
inoculação dos bezerros Nelores. Essa variação foi uma discreta, 
mas significativa diminuição da expressão. Não foram detectadas 
variações significativas nos demais tecidos analisados. 

Não foram observadas variações significativas na expressão 
de IL-4.

Conclusão

A expressão dos genes IFN-g, IL-4, IL-10, TGF-b1, iNOS, 
TNF-a e GAPDH foi detectada pela técnica do RT-PCR em 
tempo real em amostras de linfonodo poplíteo, fígado e córtex 
cerebral de bovinos das raças Holandesa e Nelore. A análise dos 
dados possibilitou a quantificação relativa dos genes e a dife-
renciação na expressão entre animais infectados e não-infectados 
por N. caninum e, dessa forma, a identificação de genes ativados 
em resposta à infecção. 

No presente experimento, o nível de expressão do gene 
GAPDH apresentou-se relativamente constante entre os animais 
dos grupos infectado e controle e entre as raças Nelore e Holan-
desa e foi empregado como controle endógeno para a análise dos 
dados dos demais genes. 

Embora os bezerros se apresentassem assintomáticos no sex-
to dia pós-infecção, foi possível detectar a resposta tecidual local 
predominantemente pró-inflamatória. As mudanças na expres-
são dos genes variaram de acordo com o tecido, isto é, foram 
observadas tanto a indução quanto a inibição da expressão que 
ocorreu em diversos graus de intensidade.

Os genes associados aos mediadores pró-inflamatórios 
(IFN-g, TNF-a e à indução de enzimas associadas à atividade 
fagocitária (iNOS) foram os que apresentaram indução nos ani-
mais infectados em relação aos controles, o TGF-b1 apresentou 
uma inibição em amostras de fígado nos Nelores e a expressão 
dos genes IL-4 e IL-10 se manteve praticamente inalterado.

O uso da técnica da RT-PCR em tempo real permitiu a de-
tecção e a comparação da expressão de genes em diferentes teci-
dos de bovinos. Frente à escassez de reagentes espécie específicos, 
a quantificação da expressão de mRNA torna-se uma ferramenta 
adicional para a avaliação da atividade celular contra as infec-
ções, monitoramento de vacinações e ação de medicamentos. 
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