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RESUMO

Devido a alta prevaléncia e importancia econdmica da neosporose, o desenvolvimento
de vacinas seguras e eficazes contra este parasito € crucial para limitar abortos e
transmisséo vertical em bovinos, bem como para controlar a disseminacgdo de oocistos
pelos cées. Pouco se sabe sobre a resposta imune inata induzida por Neospora caninum,
contudo depreende-se de modelos experimentais semelhantes que a ativacdo das
diferentes vias de sinalizacdo intracelulares nestas células sdo fundamentais para a
inducdo de uma resposta imunoldgica que restrinja a infeccdo. Nesse contexto, o
objetivo principal deste estudo foi determinar o papel das Proteinas Tirosina Quinase
Ativadas por Mitdgenos (MAPKSs) p38, JNK e ERK1/2 em macrofagos durante
infeccdo com Neospora caninum. A ativacdo das MAPKs frente a infeccdo foi
observada em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMSs) estimulados com
taquizoitos vivos e diferentes fracdes antigénicas de N. caninum, que demonstrou uma
alta fosforilacdo da MAPk p38 em momentos iniciais. Com a intencdo de avaliar o
papel bioldgico das MAPKSs durante a infeccdo com N. caninum, BMDMs foram preé-
tratados com inibidores quimicos especificos. A inibicdo quimica de p38 levou a um
aumento na produgdo de IL-12 e na expressdo das moléculas co-estimulatorias
CD80/CD86, aliado a uma reducdo nos niveis de 1L-10. A relevancia destes dados foi
testada in vivo, sendo observado que o desafio de camundongos tratados com o inibidor
quimico de p38 reduz a carga parsitaria cerebral associado a um aumento na capacidade
proliferativa de esplendcitos. Com a intencdo de se desenvendar parcialmente o
mecanismo molecular envolvido na inducdo de p38, foram conduzidos experimentos
adicionais que demonstraram que o perfil de citocinas induzido pela inibicdo de p38 em
BMDMs ¢ induzido por PI3K. Desta forma, os resultados aqui contidos demonstram
que N. caninum manipula a via PI3K/p38 em seu favor, a fim de regular negativamente
a resposta imune inata do hospedeiro. Assim, bloquear esta via de sinalizacdo pode ser
util para o desenvolvimento de uma nova vacina ou tratamento contra neosporose.

Palavras-chave: N. caninum, macrdfagos derivados da medulla 0ssea, p38, I1L-12.



ABSTRACT

Due to the high prevalence and economic importance of neosporosis, the development
of safe and effective vaccines against this parasite is crucial to limit abortions and
vertical transmission in cattle, as well as to control the spread of oocysts by dogs. Little
Is known about the innate immune response induced by Neospora caninum, however it
follows similar experimental models which activates different intracellular signaling
pathways in these cells being critical for the induction of an immune response that
restricts the infection. In that sense, the major aim of this study was to determine the
role of mitogen-activated protein kinases (MAPKS) signaling p38, JNK and ERK1/2 in
macrophages during infection by Neospora caninum. The activation of MAPKSs against
infection was observed in bone marrow derived macrophages (BMDMs) stimulated
with live tachyzoites and different antigenic fractions of N.caninum, which
demonstrated a high phosphorylation of p38 MAPK in the early stages. In order to
evaluate the biological role elicited by MAPKSs during initial contact with N. caninum,
BMDMs were pretreated with specific inhibitors. The chemical inhibition of p38 has led
to an increased production of IL-12 and expression of co-stimulatory molecules
CD80/CD86, coupled with a reduction in levels of IL-10. The relevance of these
findings was tested in vivo, it was observed that the challenge of mice immunized with
the chemical inhibitor of p38 reduces the parasitic brain load associated with increased
proliferative capacity of splenocytes. Aiming to partially discover the molecular
mechanism involved in the induction of p38 were conducted additional experiments that
demonstrated that the cytokine profile induced by the inhibition of p38 in BMDMs is
induced by PI3K. Thus, the results showed that N. caninum manipulates the PI3K/p38
pathway in its favor, in order to downregulate the host’s innate immune responses.
Therefore, interference in this signaling pathway may be useful for the development of a
new vaccine strategy against neosporosis.

Keywords: N. caninum, bone marrow-derived macrophages, p38, IL-12.
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1 INTRODUCAO

1.1 Neospora caninum

1.1.1 Taxonomia

Neospora caninum é um protozoario parasito intracelular obrigatorio pertencente
ao Filo Aplicomplexa, estreitamente relacionado ao protozoario Toxoplasma gondii
(DUBEY et al., 1988, 2011). Este parasito foi descrito pela primeira vez por Bjerkas et
al. em 1984, na Noruega, em cdes com disturbios neuroldgicos, paralisia dos membros
posteriores, cistos teciduais morfologicamente distintos dos cistos de T. gondii e
soronegativos para T. gondii.

Em 1988, N. caninum foi reconhecido como nova espécie e género ao se analisar
cortes histoldgicos de cdes com doenca fatal sugestiva de toxoplasmose. Dubey e
colaboradores encontraram caracteristicas que o diferenciavam do quadro de
toxoplasmose, constatou-se que este agente era capaz de provocar em cdes um quadro
clinico mais severo que T. gondii e que havia, de fato, diferencas estruturais,
histopatoldgicas e eram negativos para T. gondii nos testes sorologicos e
imunohistoquimicos (DUBEY; LINDSAY, 1993).

1.1.2 Ciclo bioldgico

N. caninum apresenta ciclo bioldgico heteroxeno, ou seja, o ciclo se desenvolve
em hospedeiros distintos, subdivididos emfases sexuada e assexuada. A reproducéo
sexuada ocorre em canideos (cdo, coiote, dingo autraliano) que sdo considerados
hospedeiros definitivos (MCALLISTER et al., 1999; GONDIM et al., 2004; KING et
al., 2010), enquanto que a reproducdo assexuada ocorre em varios hospedeiros
intermediérios, incluindo desde animais domésticos a animais silvestres, tais como:
gatos, porcos, carneiros, cavalos, bovinos, bufalos, raposas, coiotes, lobos, alpacas,
veados, camelos e psitacideos (DUBEY; SCHARES & ORTEGA-MORA, 2007,
MINEO et al., 2011).
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O ciclo de vida (Figura 1) envolve trés formas infecciosas: taquizoitos (livres ou
em grupos), bradizoitos (em cistos teciduais) e esporozoitos (em oocistos), sendo que
todas as formas estdo envolvidas na transmissdo do parasito (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007).

Oocistos ndo-esporulados (imaturos ou ndo infecciosos) sdo eliminados nas
fezes de canideos infectados. No ambiente, sob condi¢bes Gtimas de oxigenagéo,
temperatura e umidade, ocorre a esporogonia, levando ao desenvolvimento de oocistos
esporulados, que contém dois esporocistos dos quais cada um contém quatro
esporozoitos (DUBEY, 2003).

Os hospedeiros intermediarios tais como 0s bovinos, podem ingerir 0s oocistos
esporulados encontrados em alimentos ou agua contaminada e tornar-se infectados. Os
esporozoitos sao liberados no trato digestivo e invadem as células do epitélio intestinal,
fibroblastos e leucdcitos, multiplicando-se como taquizoitos que disseminam por todo
organismo (ELLIS, 2013).

Taquizoitos residem em compartimentos intracelulares chamados vacuolos
parasitéforos, replicam rapidamente por endodiogenia (um processo de
desenvolvimento assexuado pelo qual duas células filhas se desenvolvem internamente
dentro da célula mde parasitada). Neste estagio o parasito pode invadir e infectar
diversos tipos de células do hospedeiro, incluindo células neurais, macrofagos,
fibroblastos, endotélio vascular, células musculares, e hepatécitos (BARR et al., 1994;
DUBEY et al.,, 2002). Os taquizoitos causam uma forte resposta inflamatoria e
destruicdo de tecidos e sdo responsaveis pelas manifestaces clinica da doenca (fase
aguda). Sob a pressdo da resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos trasformam-se
em bradizoitos que iniciam a segunda fase do desenvolvimento assexuado (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; ELLIS et al., 2010; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS,
2013).

Quanto aos bradizoitos, estes sdo formas de laténcia que se multiplicam
lentamente por endodiogenia e vdo formar os cistos teciduais, predominantemente em
tecidos neurais e musculares, podendo persistir por toda vida do hospedeiro sem causar
manifestacdes clinicas significativas (fase cronica), embora possa ocorrer uma baixa
taxa de reativacdo espontanea (DUBEY et al., 1992).

O ciclo de vida é completado quando os cistos presentes nos tecidos de presas
(por exemplo, em carne contaminada) s&o ingeridos por hospedeiros definitivos. A
parede dos cistos é digerida por enzimas proteoliticas do hospedeiro definitivo,
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liberando bradizoitos que invadem células epiteliais do intestino delgado e iniciam a
fase sexuada (esquizogonia) como formacdo de esquizontes e liberacdo de merozoitas,
0s quais iniciam a gamogonia com a producédo final de oocistos ndo esporulados que
sdo eliminados com as fezes e o ciclo de vida comeca novamente (TENTER;
HECKEROTH ; WEISS, 2000; GONDIM et al., 2004; ELLIS et al., 2013).

1.1.3 Viade transmissao

A transmissao vertical tem sido demonstrada em varios hospedeiros (bovinos,
carneiros, cabras, cdes, gatos, camundongos, macacos e porcos) e é o principal modo de
transmissdao em bovinos. O parasito € transmitido da mde para o feto via placenta
durante sucessivas gestacdes, contribuindo significamente para a persisténcia da
infeccdo no rebanho (Figura 1)(COLE et al., 1995; DUBEY; LINDSAY, 1993;
MOSKWA et al., 2007).

A transmissao horizontal pode ocorrer pela ingestdo de cistos teciduais (cérebro,
medula espinhal, cora¢do e musculos) ou pela ingestdo de oocistos, através de agua ou
alimentos contaminados (DUBEY, 2003).

Além disso, outras rotas secundarias de transmissdo horizontal como
lactogénica, venérea ou inseminacdo artificial tém sido investigadas e ainda ndo
comprovadas (UGGLA et al., 1998; ORTEGA-MORA et al., 2003; MOSKWA et al.,
2007).
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Transmissao
horizontal
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o $Y & 4 Oocisto esporulado
Taquizoitos
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e

Feto abortado Placenta Bezerro congenitamente infectado

Figura 1 - Ciclo Bioldgico de Neospora caninum.
Fonte: Ellis (2013).

1.1.4 Patogénese

A invaséo celular é o principal evento na patogénese da infec¢do por N. caninum
e envolve processos complexos e muito semelhantes entre os parasitos do filo
Apicomplexa, por apresentarem o complexo apical composto por micronemas, roptrias
e granulos densos, que sdo usados pelo parasito durante a adesdo e invasdo de células
hospedeiras (BUXTON; MCcALLISTER; DUBEY, 2002). A invasdo celular, dessa
forma, € um mecanismo ativo que requer energia do parasito e pode ser resumida em
trés etapas:

A primeira etapa é caracterizada pela adesdo inicial do parasito a célula
hospedeira e ocorre por uma adesdo aleatdria do parasito, envolvendo antigenos de
superficie imunodominantes (SAG). Ap6s a adesdo inicial, os parasitos posicionam a

extremidade anterior para a extrusdo do condide, seguida por invaginacdo da membrana
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da célula hospedeira para formar o vacuolo parasitéforo (VP), onde varias proteinas de
micronemas (MIC) séo secretadas e funcionam como adesinas, sendo responsaveis pela
espessa zona de adesdo de forma irreversivel. E inicia-se 0 movimento de invasao
celular que forga-o para dentro do VP. A membrana plasmatica da célula hospedeira €
usada para formar a membrana do vacuolo parasitoforo (MVP), resultando em um
vactolo que ndo se funde com lisossomos (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 1996;
BUXTON; McALLISTER; DUBEY, 2002 KELLER et al., 2002).

A segunda etapa é caracterizada pela secrecdo de proteinas de roptrias (ROP),
que sao liberadas dentro do VP e estendem a MVP para formar associacdo com
organelas do hospedeiro, de modo que mitocdndrias e reticulo endoplasmético sdo
posicionados adjacentes ao VP (BUXTON; McALLISTER; DUBEY, 2002).

Na ultima etapa, proteinas de granulos densos (GRA) modificam a MVP e
contribuem para a remodelacdo e maturacdo do vacuolo parasitoforo com a formacéo de
uma rede de membrana intravacuolar metabolicamente ativa para o crescimento e
sobrevivéncia do parasito.

Os taquizoitas dentro do VP proliferam por endodiogenia, produzindo novas
geracOes de parasitos em poucos horas apos a infeccdo e, subsequentemente, ha lise da
célula hospedeira e liberacdo dos taquizoitas que ficam livres para infectar uma
variedade de tecidos e tipos celulares (HEMPHILL; VONLAUFEN;
NAGULESWARAN, 1999).

1.1.5 Sinais clinicos

N. caninum causa aborto tanto em gado de corte como de leite, a partir do 3°
més até o final da gestacdo, sendo mais comum entre 0 5° e 6° més de gestacdo. Varios
eventos podem ocorrer, como morte, reabsor¢cdo, mumificacdo, natimortos, além do
nascimento de animais com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas cronicamente
infectados (DUBEY, 2003). Sinais clinicos sdo mais frequentes em animais jovens
(menor que 2 meses de idade) infectados congenitamente e predominantemente
neuroldgicos, como ataxia, paralisia de membros posteriores (hiperextensdo rigida),
reflexos patelares diminuidos e perda de consciéncia. Em animais adultos, o aborto € o
unico sinal clinico observado, podendo ser esporadico, endémico ou epidémico
(DUBEY, 2003).
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A neosporose canina ocorre geralmente como infec¢do subclinica persistente que
pode sofrer reativacdo durante a gestacdo, resultando em parasitemia materna e
transmissao transplacentaria endégena do parasito para o feto. Quando a infeccdo
primaria ocorre durante a gestacdo, pode haver transmissdo transplacentaria exdgena e
infeccdo do feto. Assim, ninhadas sucessivas podem estar infectadas (BUXTON;
McALLISTER & DUBEY, 2002). A neosporose canina clinica pode ser localizada ou
generalizada, com o envolvimento de todos os 0Orgdos, inclusive da pele causando
quadros cutaneos (PERLE et al., 2001; ORDEIX et al., 2002). Uma caracteristica nestes
casos € o intenso parasitismo com um grande numero de taquizoitos nas lesdes
cuténeas, sugerindo uma falta de controle imune do hospedeiro sobre a multiplicagéo
dos parasitos. Diferentemente dos bovinos, os cdes podem ser afetados pela doenga em
qualquer fase da vida, sendo 0s casos mais graves da doenca ocorrem em cdes jovens
com infeccdo congénita, que apresentam um quadro de paresia inicial de membros
posteriores que progride para a paralisia. Sinais neuroldgicos sdo dependentes do local
parasitado no Sistema Nervoso Central (DUBEY, 2003). Outras disfuncGes que podem
ocorrer incluem dificuldade na degluticdo, paralisia da mandibula, flacidez muscular,

atrofia muscular, paralisia de nervos faciais e até faléncia cardiaca (DUBEY, 2003).

1.1.6 Epidemiologia e prevaléncia

A neosporose tem emergido como uma séria doenca em bovinos e cées em todo
o0 mundo (DUBEY, 2003) e a infeccdo em bovinos por N. caninum ja foi relatada em
todos os continentes (DUBEY; SCHARES & OTEGA-MORA, 2007; SPILOVSKA et
al., 2009; YU et al., 2009; PANADERO et al., 2010). Abortos e mortalidade neonatal
associados a neosporose também foram descritos em diversos paises da América do Sul,
como Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai, monstrando que 12 a 42% de
fetos abortados de bovinos de leite estavam infectados por N. caninum (MOORE,
2005). No estado de Minas Gerais, ha evidéncia soroldgica que a infeccdo por N.
caninum é amplamente distribuido na criacdo de caprinos, bovinos e cdes (BRUHN et
al., 2012; ANDRADE et al., 2012). Na regido do Triangulo Mineiro, a soroprevaléncia
de neosporose em rebanhos bovinos com problemas reprodutivos foi estimada em 17%
(MINEO et. al., 2006).
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No entanto, a prevaléncia da neosporose bovina varia dependendo do pais,
regido, e entre bovinos de corte e de leite. Estas diferencas estdo predominentemente
relacionadas aos diversos fatores de risco (nUmero de gestacGes, presenca e numero de
cdes na fazenda, idade do gado, entre outros) e protecdo (nimero de oocistos ingeridos,
etapa da gestacdo, resposta imunologica, entre outros), bem como o tipo de teste
soroldgico utilizado para determinar a exposicdo ou infeccdo (GOODSWEN;
KENNEDY ; ELLIS 2013).

O problema do aborto em um rebanho pode persistir por varios meses ou anos
(BASSO et al., 2010). Estudos epidemioldgicos sugerem que a manutencdo prolongada
de infeccdo em um rebanho bovino ndo € principalmente pela transmissao
transplacentaria, mas requer de complemento, assim a infeccdo horizontal assume
importancia (FRENCH et al., 1999).

Infecgdes subclinicas por N. caninum em caes também tém grande importancia
epidemioldgica pelo fato de serem os hospedeiros definitivos e por serem capazes de
eliminar oocistos nas fezes, contribuindo para a contaminacdo ambiental. Ressalta-se ha
uma maior soroprevaléncia em cdes de area rural (20% a 97%) que de area urbana (7%
a 26%), sugerindo que cdes que vivem em ambientes rurais sofrem maior exposicao ao
parasito e ressaltando a importante associacdo epidemioldgica entre bovinos e cées, ja
que eles podem ter contato com placentas e fetos abortados de bovinos (PATITUCCI et
al., 2001; ANTONY & WILLIAMSON, 2003; FERNANDES et al., 2004; LASRI et al.,
2004).

InfeccBes de animais selvagens por N. caninum ja estdo sendo comumente
relatados, por exemplo, os cdes selvagens sdo uma praga comum em fazendas, mas
parece improvavel que eles desempenham um papel na transmissdo de N. caninum para
0 gado, pois os cdes selvagens estdo ainda a ser confirmados como a fonte de infecgéo
(KING et al.,, 2011a). No entanto, cdes de comunidades indigenas mostram alta
soroprevaléncia e foi sugerido que a infec¢do pos-natal € comum nesses animais (KING
et al., 2012). A identificagdo de um reservatério de vida selvagem ainda ndo foi
determinada, mas a infeccdo parece ser comum em camundongos selvagens
(BARRATT et al., 2008).
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1.1.7 Controle

O controle ideal da infeccdo basea-se na prevencdo da contaminagdo do
ambiente com oocistos de caes, restringindo o acesso destes animais nas proximidades
do rebanho, sacrificio dos animais infectados ou usando sistema de transferéncia de
embribes para prevenir transmissdo do parasito a novas geragdes (WILLIAMS &
TREES, 2006). Atualmente, os medicamentos usados para o tratamento das infeccoes
utilizam basicamente bases com potencial coccidiostatico, como por exemplo
toltrazuril. Contudo, tais drogas tem efeito comprovado apenas em taquizoitos, sendo
que ndo ha evidéncia dos seu efeitos em bradizoitos (REICHEL & ELLIS, 2002, 2009;
WILLIAMS & TREES, 2006; DEBACHE et al., 2011).

Desse modo, a vacinagdo parece ser 0 meio mais viavel economicamente para
controlar a neosporose, ja que o sacrificio de animais ou seus possiveis tratamentos
demandariam maiores despesas para os criadores dos rebanhos (REICHEL & ELLIS,
2009, CARDOSO et al., 2011; 2012).

Até o presente momento, ndo ha vacina capaz de induzir completa imunidade
protetora contra o parasito em bovinos. Existe uma vacina disponivel comercialmente
(Bovilis NeoGuard®, Intervet/Schering-Plought Animal Health, EUA), consistindo de
taquizoitas inativados, mas com baixa eficacia demonstrada em ensaios de campo
(REICHEL & ELLIS, 2009; WESTON, HEUER & WILLIAMSON, 2012). Ainda ha
diversos desafios a serem vencidos com a intencdo de se desenvolver uma vacina com
melhor aceitacdo do mercado, sendo que a vacina ideal deve proporcionar uma protecao
contra ndo somente a infecgdo, mas também contra a doenca clinica (REICHEL &
ELLIS, 2009).

Desta forma, o desenvolvimento de protocolos vacinais tem sido amplamente
estudados, sendo os principais objetos de pesquisa a busca por novos antigenos
protetores e modos de administracdo. O desenvolvimento de vacinas com antigenos
totais, associados com diferentes adjuvantes, tém mostrado resultados contraditorios,
variando desde 100% (LIDDELL et al., 1999) a protecdo parcial (LUNDEN et al.,
2002) contra transmissdo vertical em camundongos. As vacinas vivas, com base em
cepas avirulentas de N. caninum isoladas em bovinos infectados naturalmente, tém se
mostrado promissores neste contexto (ROJO-MONTEJO et al, 2009a; WILLIAMS et
al, 2007).
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Por conseguinte, outro método que tem sido estudado € a utilizacdo de vetores
virais vivos para apresentar antigénos recombinantes (NISHIKAWA et al, 2001).
Vaérios antigénos que foram identificados podem ser usados apresentacdo viral para o
sistema imune de bovinos (REICHEL & ELLIS, 2009). No entanto, mesmo estas e
outras novas vacinas com parasito vivo (MARUGAN-HERNANDEZ et al, 2011) irdo
encontrar dificuldades em entrar no mercado devido as preocupagdes sobre a

distribuicéo, a reversdo da viruléncia, e sua manipulacéo genética.

Para neosporose canina, as recomendacdes tém sido direcionadas no sentido de
evitar colocar em reproducdo cadelas soropositivas para N. caninum, bem como impedir
sua alimentagcdo com carne ou visceras cruas, principalmente os cdes de areas rurais,
além de medidas de controle da populacdo de cdes dentro e ao redor de fazendas
(McCALLISTER & WALLACE, 1999).

1.2 Resposta imune

Tanto a resposta imune inata como a resposta adaptativa participam dos
mecanismos protetores contra N. caninum, de forma semelhante aos mecanismos
descritos para o parasito estreitamente relacionado T. gondii (BUZONI-GATEL et al.,
2006).

A fim de sobreviver e propagar, patdégenos intracelulares devem ser capazes de
modular uma variedade de funcbes das células hospedeiras. A resposta imune contra
estes parasitos é conhecida por ser predominantemente Thl, com a producgéo de IL-12 e
IFN-y, e com a participacdo de respostas celulares efetoras na reducdo do parasitismo
tecidual (KHAN et al., 1997; NISHIKAWA et al., 2001; PINHEIRO et al., 2010).

Dessa forma, a imunidade celular € o mais importante mecanismo na regulacéo
da infeccdo por N. caninum, com a participacio das células T CD4" e T CDS8",
macrofagos e células natural killer (NK). Durante a fase aguda da infecgdo, macrofagos
e células dendriticas (DCs) produzem e secretam altos niveis de interleucina-12 (IL-12)
e fator de necrose tumoral (TNF-a)) em resposta a alguns antigenos e proteinas liberados
por taquizoitos (DENKERS & GAZZINELLI, 1998; HEGAB & AL-MUTAWA, 2003;
ALIBERTI, 2005). A citocina IL-12 estimula as células NK a produzirem e secretarem

altos niveis de interferon-gama (IFN-y), além de induzir a diferenciagdo de células T
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CD8" e T CD4" na subpopulagdo Thl produtora de IL-2 e IFN-y, que sdo citocinas
criticas para a sobrevivéncia do hospedeiro (HEMPHILL, VONLAUFEN &
NAGULESWARAN, 2006). Células infectadas sdo destruidas por células T CDS8",
liberando taquizoitos que ficam acessiveis a varios mecanismos imunolégicos, como
anticorpos, complemento, macrdfagos ativados e células NK (MINEO et al., 2009;
MUNOZ, LIESENFELD & HEIMESAAT, 2011).

Outra citocina importante na regulacdo da resposta imune celular é a IL-10,
produzida por alguns tipos celulares em locais com alta carga parasitaria, apresenta
efeitos inibitorios sobre a atividade microbicida de macrofagos, diferenciacdo de clones
Th1, producédo de IFN-y e IL-12 por células apresentadoras de antigeno (ABBAS, 2005;
MINEDO, et al., 2010; MURRAY & WYNN, 2011).

Os macrofagos (M@s) sdo células essenciais para o funcionamento adequado do
sistema imune inato e adaptativo. Estas células possuem papel chave em diversos
processos bioldgicos, tais como a apresentacdo e processamento antigénico, morte
microbiana, modulacdo do perfil de producdo de citocinas e depuracdo de células
apoptoticas, entre outros (MARIM et al., 2010).

Estes eventos sdo ativados pelo reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPSs), que se ligam aos receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs) de células do sistema imune inato, em grande parte expressos em células
apresentadoras de antigeno (APCs). Um exemplo destes PRRs sdo o0s receptores do tipo
Toll (TLRs), capazes de reconhecer varias classes de patdgenos, incluindo membros do
filo Apicomplexa, e desencadear uma cascata de sinalizagcdo culminando na producéo de
citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimulatorias (TAYLOR et al., 2005; MINEO et
al., 2010; RODRIGUEZ-PRADOS et al., 2010).

Os TLRs ao se ligarem aos PAMPs sofrem dimerizacdo, a qual permite a ligagao
de proteinas adaptadoras e facilitam o recrutamento e ativacdo de varias proteinas
quinases, levando a ativacdo de diferentes fatores de transcricdo, que estimulam a
expressao de genes e codificam diversos mediadores inflamatérios (AKIRA &
TAKEDA, 2004). Em geral, as vias majoritarias ativadas por TLRs compreendem a via
MyD88, Fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K), Proteinas Quinases Ativadas por
Mitdgeno (MAPKS), e IkB(IKK) (AKIRA & TAKEDA, 2004).

Parasitos intracelulares, do filo Apicomlexa, T. gondii e N. caninum, manipulam

a cascata de sinalizacdo do hospedeiro durante a infec¢do intracelular em macrdgagos
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ou ceélulas dendriticas, de tal modo que modulam a resposta pré-inflamatoria,
representando uma estratégia de escape na imunidade inata (KIM et al., 2004).

Estudos mostram que a resisténcia de protozoérios intracelulares é altamente
dependente da producdo de IL-12 por APCs (SCANGA et al., 2002). De acordo com a
literatura, camundongos geneticamente deficientes para MyD88 (MyD88 /), uma
proteina adaptadora importante na sinalizacdo usada pelo receptor TLR, e infectados por
T. gondii reduzem a resisténcia do hospedeiro e a producdo de IL-12. Pois, a infecgédo
deste animais com T. gondii resulta no aumento da replicacdo do parasito e na redugédo
de IL-12, e a mesma resposta é observada em macrdéfagos peritoneais, neutrofilos e
células dendriticas de animais MyD88 /" estimulados com o antigeno soluvél de lisado
total de T. gondii (STAg) (SCANGA et al., 2002). Em contraste, os camundongos
Knockout para TLR2 (TLR2 /) e TLR4 (TLR4 /) produzem normalmente a citocina
IL-12. Enquanto, o tratamento in vivo com a toxina pertussis (inibidor de receptor
aclopado a proteina G) aboli a producdo desta citocina como ocorrido nas células
MyD88 /" estimuladas com STAg (SCANGA et al., 2002). Este dados sugerem, que a
inducdo de IL-12 por T. gondii depende de um mecanismo unico envolvendo ambas
vias de sinalizacdo MyD@88 e receptor acoplado a proteina G (SCANGA et al., 2002).

Resultados semelhantes foram obtidos em camundongos deficientes para
MyD88 infectados com N. caninum (MINEO et al., 2009). Esta suceptibilidade foi
caracterizada por falha na producdo de IL-12 por células dendriticas, atraso na
resposta de IFN- y por células NKT, CD4" e CD8 * e na producio de elevados niveis de
IL-10. Desse modo, a ativagdo de MyD88 por parasitos do filo Apicomplexa, tem um
papel importante na producdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-12, TNF-a e
IFN-y (STEVENSON & RILEY, 2004).

A ativacdo de MyD88 ocorre parcialmente pelo reconhecimento das moléculas
do N . caninum por TLR2, uma vez que TLR2/MyD88 desencadeiam aumento na
expressao de moléculas co-estimulatorias, complexo principal de histocompatibilidade
tipo I, ativacdo de célula T e producdo de citocinas inflamtdrias, como IL-12 em células
dendriticas derivadas de médula 6ssea estimuladas com NLA ou infectadas com
taquizoitos vivos do parasito. No entanto, animais TLR2 7/ ndo morrem durante a
infeccdo por N. caninum como MyD88 */°, embora prejudicada a funcéo de apresentacao
antigénica nas APCs (MINEO et al., 2009; 2010). Portanto, ha outros receptores
envolvidos no reconhecimento dos PAMPs deste protozoério, podendo ser TLR11, pois
profilina de T. gondii ligante de TLR11 também foi encontrada em N. caninum com
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sequéncia homologa (YAROVINSKY et al., 2005). E o soro de camundongos
estimulados por 6 e 24 horas com profilina de N. caninum foram capazes de induzir
IFN-y e IL-12, semelhante ao observado em animais estiimulados com profilina de T.
gondii (YAROVINSKY et al., 2005; JENKINS et al., 2010). Nesse sentido, é possivel
especular que profilina de N. caninum através TLR11 tem papel na modulacdo da
resposta imune inata, o que ajudaria a explicar o papel parcial de TLR2 na inducdo das
respostas imunoldgicas contra infeccdo por N. caninum. E tem se obaservado que
receptor aclopado a proteina G também ¢é utilizado como estratégia de escape por este
parasito, no qual camundongos estimulados com antigeno secretado-excretado por N.
caninum (ESA) aumentam a populacdo de mondcitos CD11b" na cavidade peritoneal
quando comprado com o controle (ndo-estimulado). No entanto, a migragdo destas
células sdo abolidas nos animais CCR5 /" apds estimulo antigénico. Assim, o ESA pode
controlar o recrutamento de mondcitos e células dendriticas derivadas da médula ossea
de modo dependente ao CCR5. No entanto, o baco e figado de camundongos CCR5 /°
apresentaram menor parasitismo ap0s 3 dias de infec¢do (MINEO et al., 2010).

Dessa maneira, podem haver outras vias de sinalizacdo que sdo vias de escapes
de patogenos intracelulares. Estudos prévios demosntraram que a regulacao na producéo
de citocinas inflamatoérias podem também ocorrer por ativacas das MAPKSs. As trés
principais MAPKs conhecidas sdo quinases c-Jun-N-terminal (JNK), quinases
reguladoras de sinal extracelular (ERK) e p38 (LU et al., 1999; KIM et al., 2004;
BRUMLIK etal., 2011).

A fosforilagdo de ERK esta envolvida na resposta de fatores de crescimento;
proliferacdo celular e diferenciacdo. Enquanto, a via JNK tem papel regulador de
apoptose, transformacdo celular, ativacdo e diferenciacdode células T, e producdo de
citocinas. Semelhante ao que ocorre com a ativacdo de p38, que foi proposto para
funcdo na regulacéo da producéo de citocinas, proliferacdo e diferenciacdo de células B
e controle do ciclo celular e apoptose (LU et al., 1999).

Ha 4 isorformas de p38: p38a, p38P, p38y e p38d. Estas proteinas quinases sdo
ativadas pela fosforilagdo dos residuos de treonina e serina quinases localizadas acima
das MAPKs, MKK3 e MKK®6, embora que MKK4 uma quinase importante na ativagéo
de JNK, tem sido implicado na ativagédo da via p38, que irdo mediar sinais regulatdrios
para as celulas (KIM et al., 2005). A utilizacdo de drogas inibitérias das MAPKSs,

facilita o estudo destas vias nos diversos sistema imunoldgicos (LU et al., 1999).
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Conforme dados na literatura, observa-se que a modulacdo na producdo de
citocinas inflamatorias ocorre através da ativacdo da MAPK/p38 em macrofagos
murinos estimulados com LPS por 6 horas, potente ativador de p38. Pois animais
deficientes geneticamente para MKK3 (MKKS3 /) ou células tratadas com inibidores
farmacologicos de p38 e estimulados com LPS regulam negativamente a producéo de
IL-12 e IFN-y (LU et al., 1999).

KIM e calaboradores (2004), mostra que a infeccdo pela cepa RH de T. gondii
induz a fosforilacdo transitoria da MAPK /p38 independente de MyD88 em macrofagos
murinos, que é caracterizada por um aumento na producdo de IL-12. No entanto, a cepa
Me49 deste protozdario regula positivamente a producdo desta citocina por ativacdo das
MAPKSs , ERK1/2 e p38 dependente de MyD88, e também através do reconhecimento
do receptor acoplado a proteina G que recruta PI3K que ira ativar e fosforilar ERK1/2
(KIM et al., 2004).

As enzimas PI3Ks sdo expressas em todas as células de mamiferos e contribuem
na proliferacdo celular, sobrevivéncia, diferenciagdo, migracéo, fagocitose e producao
de reativos de oxigénio (COSTA, GERMENA, HIRSCH, 2010; KIM & SURESH,
2013). Estas enzimas sdo membros de uma familia Unica e bem conservada de quinases
intracelulares que fosforilam o grupo 3’-hidroxila de fosfotidilinositol e fosfoinositideos
(ENGELMAN, J. A, LUO, J., CANTLEY, 2006). Essa reacdo leva a ativacao de varias
via de sinalizacdo, como as MAPKSs. Estudos demonstraram que a fosforilacdo de PI3K
regula positivamente a migracdo de células dendriticas, mas inibi a producdo de IL-12
apos estimulo destas células com LPS ou T. gondii (LIU et al., 2007) e a fosforilagao
desta via por tal protozoéario inibe a apoptose das células infectadas (QUAN et al.,
2013).

Desse modo, as vias de sinalizagdo que modulam a funcdo relativa de
apresentacdo antigénica em APCs para N. caninum ainda sdo pouco conhecidas,
portanto, entender o papel das MAPKs e PI3k na regulacdo da resposta imune inata
frente a infeccdo por N. caninum pode contribuir para o desenvolvimento de
ferramentas terapéuticas. Pois, a transducdo de sinal desencadeada via PI3K e MAPKs
podem ser vias de escape da resposta imune protetora do hospedeira pelo N. caninum
(COSTA, GERMENA & HIRSCH, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo parasito causa grande impacto econdmico tanto na industria
agropecuaria devido as perdas de animais, queda na producdo de leite e ganho de peso,
bem como as perdas afetivas quando se trata principalmente de cdes (CRAEYE et al.,
2011; REICHEL et al., 2013). Esta estimativa de perdas globais devido N. caninum,
devem servir de incentivo para o desenvolvimento de tratamento e / ou vacinas.

A vacina comercializada contra abortos causados por N. caninum mostraram
baixa eficacia, provavelmente porque ndo foi capaz de desenvolver protecao suficiente
em bovinos ja infectados. A vacina deve ser capaz de quebrar o ciclo de transmissao e,
assim, evitar a infeccdo do gado impedindo o contagio de uma nova geracao de gado, e
evitando os abortos também. Uma alternativa seria ter duas vacinas, uma para uma
populacdo ndo infectada contra a infeccdo primaria, e outra que seja capaz de evitar a
recrudescéncia do parasito e aborto em animais ja infectados (REICHEL et al., 2013).
Assim, a vacina ideal seria capaz de proteger contra a infeccdo e as doencas clinicas.
Para isto € requerido consideravel conhecimento da biologia do parasito, interacdo
parasito-hospedeiro e uma compreensdo dos importantes componentes da imunidade
protetora e como eles sdo induzidos, para se poder identificar possiveis alvos de vacinas
e drogas (GOODSWEN et al., 2013)

De um modo geral, os mecanismos inatos relacionados a resisténcia contra N.
caninum ainda sdo pouco conhecidos. Sabe-se que a participacdo de receptores da
imunidade inata do tipo TLR2 é crucial para a resisténcia dos hospedeiros frente a
infecgdo por este protozoario (MINEO et al., 2010). No entanto, a via de sinalizacdo
desencadeada que culmina na producdo de mediadores inflamatérios ainda é pouco
descrita para a neosporose e outros protozoarios.

Portanto, o conhecimento acerca da resposta imune inata e adaptativa que o
parasito desencadeia € necessario para o desenvolvimento de vacinas seguras e efetivas
contra N. caninum, com a finalidade de prevenir abortos e transmissdo vertical em
bovinos e cdes, bem como para controlar a disseminagdo de oocistos pelo hospedeiro
definitivo.

Os monocitos, macrofagos e celulas dendriticas desempenham um papel
importante no controle da neosporose, mas também podem contribuir para o
estabelecimento de infec¢Oes. Descobertas recentes tém resultado numa significativa
reavaliacdo do papel destas células hospedeiras durante infecgdes por protozoarios, bem
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como os que regulam as suas funcGes durante a infeccao parasitaria. Dada a importancia
cada vez mais reconhecida dos macr6fagos em infeccdes causadas por protozoarios, a
modulagéo da resposta imune do hospedeiro tem grande potencial terapéutico (SHEEL
& ENGWERDA, 2012).

Sendo assim, determinar outras vias de sinalizacdo que o N. caninum
desencadeia em macrdfagos, como mecanismos de escape podem contribuir para o

desenvolvimento de uma método terapéutico contra esta parasitose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o papel das MAPKSs na resposta imune de macrdfagos murinos derivados da
medula 6ssea, infectados por N. caninum, ou estimulados por seu antigeno soluvel

(NLA) ou de secrecao-excrecdo (ESA).

3.2 Objetivos especificos

A. Avaliar a ativacdo inicial das MAPK em macréfagos murinos estimulados com N.

caninum;

B. Avaliar a ativagdo das MAPK em macrofagos murinos estimulados com parasitos

vivos e diferentes fraces antigénicas;

C. Observar o papel das MAPKs e das proteinas adapatadoras MyD88 e PI3k na
inducdo da resposta de macréfagos murinos in vitro, através da utilizacdo de inibidores

farmacoldgicos ou deplecdo génica;

D. Analisar o efeito das MAPKS in vivo, por meio de ensaios de imunizagdo utilizando
inibidores farmacoldgicos especificos das vias em estudo como adjuvantes em

preparados vacinais, associados ou nao a antigenos soltveis de N. caninum.



Nateriais e Netédas
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obten¢do dos camundongos

Camundongos C57BL/6 selvagem, com seis a dez semanas de idade, foram
obtidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA), da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), sendo mantidos no CBEA com agua e ragdo ad libitum,
em condigdes padronizadas de temperatura e umidade. Camundongos da mesma
linhagem parental com deplecdes génicas para PI3K e MyD88 foram obtidos do
Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade Estadual de S&o
Paulo (USP), Ribeirdo Preto, SP, Brasil. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA, 1991). Os protocolos para utilizagdo dos animais
foram previamente aprovado pelo nosso Comité de Etica Animal institucional (CEUA /
UFU, protocolo nimero 029/12 — Anexo I).

4.2 Obtencao de parasitos
Os parasitos do isolado Nc-1 (DUBEY et al.,, 1988b) de N. caninum foram

mantidos em passagens regulares em sistema de cultivo celular, utilizando-se células de
epitéio uterino da linhagem HeLa (ATCC CCL-2) como descrito anteriormente
(RIBEIRO et al., 2009). As células 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 pg/mL), L-glutamina (2 mM),
bicarbonato de sédio (3 mM) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Life
Technologies, Carlshad-CA, EUA) em atmosfera de 5% CO, a 37°C até atingirem a
confluéncia. Neste momento, as células foram infectadas com taquizoitos de N.
caninum, sendo estes replicados em uma nova monocamada a cada 48-72 horas. Os
parasitos livres foram coletados e parcialmente purificados por centrifugacéo rapida (45
X g, 1 minuto, 4°C) para remover restos celulares. O sobrenadante foi coletado e
centrifugado (700 x g, 10 minutos, 4°C) ou lavado por duas vezes com solucéo salina
tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2). O sedimento final da suspenséo

parasitaria foi ressuspendido em PBS e os parasitos foram contados em camara de
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Neubauer, utilizando o corante de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA).

Os parasitos foram armazenados a —20°C até a preparacdo do antigeno soltvel
de N. caninum ou foram imediatamente utilizados para a preparacdo do antigeno de

secrecdo e excre¢do ou para 0s experimentos in vitro ou para o desafio dos animais.

4.3 Preparacdo de antigenos de Neospora caninum

4.3.1 Antigeno soltvel de lisado total

O antigeno soltvel de lisado total de N. caninum (NLA) foi preparado como
descrito anteriormente (SILVA et al., 2007). Resumidamente, as suspensdes parasitarias
foram tratadas com coquetel de inibidores de proteases (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemanha) e submetidas a 10 ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido por oito ciclos de ultra-som
(Thorton — INPEC Eletrénica S/A, Santo Amaro, SP, Brasil) durante 30 segundos a 60
Hz, em banho de gelo. Apds centrifugacdo (10.000 x g, 30 min, 4°C), o sobrenadante
foi coletado, filtrado em membranas de 0,22 pm (filtros Millex, Millipore, EUA), e a
sua concentracdo protéica determinada pelo ensaio de Bradford (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Aliquotas de NLA foram armazenadas a —20°C, até serem utilizadas
na imunizacdo de camundongos, estimulacdo in vitro de macréfagos e como antigeno
em reacOes imunoenzimaticas (ELISA) na andlise da resposta de anticorpos de

camundongos imunizados.

4.3.2 Antigenos excretados-secretados (ESA)

Preparacdo do antigeno de secrecdo e excrecdo (ESA) de N. caninum foi obtida
como anteriormente descrito (RIBEIRO et al., 2009). Taquizoitos de N. caninum foram
ajustados para aproximadamente 1 x10° taquizoitos/mL em solucdo salina de Hanks e
incubados por 45 minutos a 37°C. Apds centrifugacdo (10.000 x g, 4°C, 30 min), o
sobrenadante foi coletado, filtrado em membranas de 0,22 um (Millipore, EUA) e a sua
concentracdo protéica determinada pelo ensaio de Bradford (Sigma-Aldrich)
(BRADFORD, 1976). Aliquotas de ESA foram armazenadas -20°C até a sua utilizacao.
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4.4  Diferenciacdo de macrdfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs)

Apo0s a eutanasia, os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e knockout para
MyD88 e PI3K foram pulverizados com alcool 70% e, em camara de fluxo laminar,
seus fémures e tibias foram extraidos, dissecados, imersos em alcool 70% por 1 minuto
e suas epifises cortadas. As medulas 6sseas foram lavadas com o auxilio de uma
seringa contendo meio RPMI 1640 incompleto e uma agulha de 26G de didmetro. A
suspenséo celular obtida foi centrifugada (400 x g, 10 minutos, 4°C) e ressuspendida em
meio R20/30, composto por meio RPMI suplementado com 20% de soro fetal bovino,
100 U/ml de penincilina, 100mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina e 30% de
meio condicionado de células L929 (LCCM; MARIM, et al., 2010).

A suspensdo celular foi distribuida igualmente em placas de Petri e incubadas
em estufa a 37°C e 5% CO,. Quatro dias ap6s a incubacdo, foi adicionado o mesmo
meio condicionado R20/30, e as placas foram mantidas na estufa a 37°C e 5% CO, por
mais 2 dias. No sexto dia, o sobrenadante das placas de Petri foi descartado e PBS
gelado estéril foi adicionado a cada placa, sendo incubados a 4°C por 10 minutos para
remocao das células. Por fim, as células foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e
0 pellet obtido foi ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino, contadas em cédmara de Neubauer e plaqueadas de acordo com o layout

experimental.

4.5 Mensuragdo da ativagdo inicial das MAPKs em BMDMs estimulados com
Neospora caninum ou NLA ou ESA

2 x10° BMDMs foram plaqueados em placas de cultura de 12 pocos em
triplicata e incubados por 24 horas a 37°C e 5 % CO,. Posteriormente, as células foram
infectadas com taquizoitos vivos de N. caninum (Multiplicity of infection - MOI 1) por
0, 15, 30, 60 e 120 minutos de infeccdo, ou estimuladas com NLA ou ESA por 30
minutos

A preparagdo das amostras foi feita de acordo com o protocolo do fabricante
para as células aderentes (BD Biosciences, San Diego, EUA). Em resumo, as células
foram lisadas por adicdo de tampéo de desnaturacdo 5x contendo inibidores de protease
e fosfatase. Em seguida, as amostras foram colocadas imediatamente em agua fervente

por 5 minutos e armazenadas & -70 °C até as vias fosforiladas pJNK 1/2 (T183/Y185),
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pp38 (T180/Y182), e pERK 1/2 (T202/Y204) serem determinadas quantitativamente
utilizando anticorpos a partir do multiplex Flex Set Cytometric Bead Array (BD
Biosciences, San Diego, EUA). As diluicOes seriada dos padrdes (1/2) foram preparados
e os lisados celulares foram diluidos com tampao de ensaio e transferidos para tubo
FACS. Em seguida, 25 pl do mix de beads de captura foram transferidos para cada um
dos tubos. Apds 3 h de incubacdo a temperatura ambiente, 25 pl do reagente de
deteccdo PE foram adicionados e incubados por mais uma hora a temperatura ambiente.
A reacdo realizada em tubo de FACS foi lavada com tampéao apropriado e centrifugada
a 200 x g por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, foi adicionado 150 pl de tampao de
lavagem/tubo. As amostras foram adquiridas em citdmetro de fluxo (FACSCantoll,
BD), sendo um total de 900 eventos adquiridos, seguindo o protocolo fornecido. A
analise de citometria de fluxo foi realizada utilizando o BD FACS Array Bioanalyzer e
analise do CBA pelo software FCAP (BD). Os niveis de deteccdo minimos para cada
proteina-fosfo foram de 0,38 U /ml para pJNK e 0,64 U/ml para pp38 e pERK
(SCHUBERT et al., 2009). Os resultados demonstrados séo representativos de um Unico

experimento independente em triplicata.

4.6 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos inibidores de SB203580, SP600125 e PD98059 foi avaliada
em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs), utilizando a analise colorimétrica
de tetrazdlio metiltiazol (ensaio de MTT), como descrito por MOSMANN (1983).

BMDMs foram cultivadas em placas de 96 pocos (2x10° células/pogo) em
triplicata em meio de RPMI completo, na auséncia ou presenca de diferentes
concentragcdes em diluicoes duplas seriadas dos inibidores SB203580 [inibidor de p38
(40-1,25 pM)] ou SP600125 [inibidor de JNK (40-1,25 puM)], ou PD98059 [inibidor de
ERK (40-1,25 uM)], por 24 h a 37°C e 5% CO,.

Como controle positivo de viabilidade, as células foram incubadas somente com
meio. Apds 3 h ou 24 h de incubacdo a 37°C e 5% de CO,, as células foram lavadas
com meio e adicionados 10uL de tetrazolio de metiltiazol (MTT, Sigma Chemical Co.)
na concentracdo de 5mg/mL em 90 pL de meio RPMI completo. Apés 4 h de
incubacdo, o sobrenadante foi removido e as particulas insoliveis de coloragdo roxa
produzidas por células vidveis que metabolizaram o MTT foram entdo solubilizadas
com 100 plL/pogo de solucéo 10% SDS e 50% N-dimetil formamida. Apos a incubagdo
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por uma noite para total solubilizacdo dos cristais, a densidade Optica foi determinada a
570 nm em leitor de placas (M2e, Molecular Devices, Sunnyvale-CA, EUA)). Os
resultados foram expressos como porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle
(100%). Foram realizados dois experimentos independentes.

O Wortimannim, inibidor de PI3K foi usado na concentracdo de 500nm em
todos ensaios in vitro conforme dados na literatura (COSTA et al., 2010; QUAN et al.,
2013).

4.7 Quantificacédo de citocinas

BMDMs de animais selvagem ou geneticamente deficientes para MyD88 e P13k
foram cultivados em placas de 96 pogos (2x10° células/pogo) em quadruplicata, com
meio RPMI completo, na auséncia ou presenca dos inibidores SB203580 (10 uM) ou
SP600125 (10 uM), ou PD98059 (10 puM), ou Wortimannin (500nm) e incubados por 3
horas a 37°C e 5% CO,, e posterior infeccdo com N. caninum (MOI 1). Ap6s 24 horas
de incubacdo as placas foram centrifugadas (200 x g/5 minutos), e o sobrenandante
coletado e armazenado a -70°C para posterior analise por ELISA de citocinas. Foram
realizados no minimo trés experimentos independentes.

As dosagens das citocinas IL-10 e IL-12 foram realizadas pela técnica ELISA
tipo sandwich, segundo os protocolos recomendados pelo fabricante (BD). Em resumo,
para ELISA, placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®)
foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura overnight a 4°C. Apos
lavagem das placas com PBS-Tween e etapa de bloqueio de sitios inespecificos, as
amostras teste foram adicionados. Paralelamente, curvas padrdes das respectivas
citocinas murinas recombinantes foram realizadas em dilui¢cbes duplas seriadas. Apos
incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas e
incubadas com os respectivos anticorpos de deteccdo biotinilados e conjugados com
estreptavidina-peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. Ap6s o Gltimo ciclo de
lavagem, as placas foram reveladas com a adi¢do do substrato enzimético (H,O, a
0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade optica (DO) foi determinada em
leitor de placas a 450 nm e os valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL de

acordo com a curva padrao.
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4.8 Mensuracdo da expressdo de moléculas co-estimulatérias e do complexo

principal de histocompatibilidade em BMDMs

BMDMs de animais selvagens foram plaqueados em placas de cultura de 12
pocos em triplicata (1x10° células/poco) e incubados a 37°C e 5 % CO,. Ap6s 24 horas
de incubacéo, as células inibidas ou ndo com SB203580 (10uM) por 3 horas foram
infectadas com taquizoitos vivos de N. caninum (MOI 1). Apos, as 24 horas de infeccdo
as células foram descoladas da placa e marcadas para citometria de fluxo com
anticorpos conjugados a fluorocromos, seguindo protocolo previamente descrito
(MINEDO, et al., 2009).

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados o0s seguintes anticorpos
comerciais: CD11b-APC-Cy7, CD11c-V450, MHC I-FITC, MHCII-PE, CD80-APC e
CD86-PE.Cy7 (BD Biosciences, San Diego, EUA). A fenotipagem dos BMDMs foi
realizada em citbmetro de fluxo (FACSCantoll, BD) e os dados foram processados e

analisados utilizando software apropriado (FlowJo, TreeStar, EUA).

4.9 Protocolo de imunizagéo

Para os procedimentos experimentais, camundongos C57BL/6 selvagens foram
distribuidos em quatro grupos de 10 animais, conforme as seguintes formulages: 1.
PBS estéril, 2. SB203580 (10uM/animal); 3. NLA (50ug/animal), e SB203580+NLA.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos, identificados e imunizados por
via intraperitoneal com trés doses das formulagGes descritas acima, em um volume de
100 pL por animal, em intervalos de 15 dias. As concentra¢cBes dos antigenos e
SB203580 foram determinadas com base em estudos anteriores (BROWN et al., 2008;
O’SULLIVAN, WANG & REDMOND, 2009).

Os animais foram submetidos a sangria prévia (dia 0) e amostras de sangue
foram coletadas aos 15, 30 e 45 dias apds a primeira imunizacdo. Os soros obtidos apos
centrifugacdo (720 x g, 5 minutos) foram armazenados a —70°C até serem utilizados em
testes soroldgicos para analise de anticorpos. Trés animais de cada grupo foram

sacrificados e o baco coletado para cultura de esplendcitos.
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4.10 Quantificacdo de 1gG e subclasses especificos para N. caninum

O meétodo ELISA indireto foi realizado para a deteccdo de anticorpos IgG total,
IgG1 e IgG2a anti-N. caninum em amostras de soros individuais de camundongos
imunizados, segundo o protocolo anteriormente descrito (RIBEIRO et al., 2009). Placas
de microtitulagéo de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®, New
York, EUA) foram sensibilizadas (50 pL/pogo) com antigeno NLA (10 pg/mL) diluido
em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C.

Ap0s trés lavagens com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as placas
foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite em p6 desnatado (PBS-TM) por 1
hora a temperatura ambiente. Apos novas lavagens, as placas foram incubadas com
amostras de soros (50 pL/poco) diluidas 1:25 em PBS-TM a 5% para IgG total e PBS-
TM a 1% para lgG1 e 1gG2a, por 1 hora (IgG) ou 2 horas (IgG1 e IgG2a) a 37°C. Soros
controles positivos de camundongos experimentalmente infectados com N. caninum e
soros controles negativos (soros de camundongos ndo imunes) também foram incluidos.
Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e incubadas (50uL/pogo)
com o conjugado anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical
Co.) na diluicdo 1:1000 em PBS-TM a 5% ou com o0s anticorpos secundarios
biotinilados (Caltag Lab. Inc., South San Francisco, EUA) anti-lgG1 de camundongo
diluido 1:4000 em PBS-TM a 1% ou anti-lgG2a de camundongo diluido 1:2000 em
PBS-TM a 1%. Ap6s incubacdo por 1 hora a 37°C, as placas foram novamente lavadas e
incubadas (50 pL/poco) com estreptavidina-peroxidade (Sigma Chemical Co.) diluida
1:1000 em PBS-TM a 1%, quando apropriado (para detec¢do de anticorpos IgG1l e
1gG2a).

A reacdo foi revelada com 0,01 M 2,2'-azino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic
acid (ABTS), e a densidade optica foi determinada a 405 nm em leitor de placas
(Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA).

4.11 Avaliacdo da proliferacdo de esplendcitos

As suspensdes celulares obtidas do bagco dos animais imunizados foram
marcadas com 5 pM de carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE).
Apo6s, 5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as células foram lavadas duas

vezes (350 x g, 5 minutos, 4°C) com meio RPMI 1640 suplementado. O sedimento final
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foi ressuspendido e realizou-se a contagem de células vidveis em camara
hemocitométrica, usando o corante de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4% em PBS. As
suspensdes celulares foram cultivadas, em quadruplicata, em placas de cultura de 96
pocos (2x10° células/poco/200 L) e estimuladas com: o mitégeno concanavalina A
(ConA, Sigma-Aldrich) a 2,5 pg/mL; anticorpos anti-CD3e (145-2C11); ou NLA a 10
pg/mL. Como controle, células ndo estimuladas foram adicionadas de meio de cultura
somente. Apés, 72 horas em incubadora com 5% de CO, a 37°C a proliferacéo celular
foi realizada em citémetro de fluxo (FACSCanto II, BD) e os dados foram processados
e analisados utilizando software apropriado (FlowJo, TreeStar, EUA).

Os indices de proliferagdo celular foram calculados pela porcentagem de células
que perderam fluorescéncia para o referido marcador, indicando divisdo celular.

Realizou-se um unico ensaio em quadruplicata.

4.12 Desafio

Apds 15 dias do Gltima tratamento (45 dias da imunizacdo inicial), 0s animais de
todos os grupos foram desafiados com dose sub-letal de taquizoitos viaveis (1 x 10’
parasitos/animal), em um volume de 100 pL, pela via intraperitoneal. Apds 30 dias do
desafio, os animais foram eutanasiados e seus cérebros coletados e armazenados a —
70°C para analise quantitativa de DNA gendmico do parasito por meio da reagdo em

cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

4.13 PCR em tempo real

DNA genémico de N. caninum no cérebro de camundongos desafiados foi
quantificado por PCR em tempo real (QPCR), através do sistema de deteccdo SYBR
green, como anteriormente descrito (WAHAB et al., 2010; CARDOSO et al., 2011).
Foram utilizados os seguintes pares de primers: Forward: 5°-GCT GAA CAC CGT
ATG TCG TAA A-3’; Reverse: 5’-AGA GGA ATG CCA CAT AGA AGC- 3’
(Prodimol Biotecnologia S.A., Belo Horizonte, MG), para detec¢éo da regido Nc5 de N.
caninum. A extracdo de DNA foi realizada a partir de 20 mg de tecido cerebral
utilizando o kit de purificacdo de DNA gendmico (Wizard®, Promega Co., Madison,

EUA), segundo o protocolo recomendado pelo fabricante. A concentracdo de DNA
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extraido foi determinada em espectrofotometro UV (260 nm) e ajustada para 200 ng/uL
com &gua estéril e livre de DNAse.

Os ensaios para quantificar a carga parasitaria cerebral foram realizados no
equipamento de PCR em tempo real (StepOne Plus, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) e a contagem de parasitos foi calculada por interpolacdo de uma curva
padréo com quantidades equivalentes de DNA extraidos de 10’ taquizoitos do isolado

Nc-1 que foram incluidas em cada analise.

4.14 Anélise estatistica

A anélise estatistica e a construcdo dos gréficos foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).
Dados foram expressos em média e desvio padrdo e analisados pelo teste one-way
ANOVA, conjuntamente com o post-test de comparacdo multipla de Bonferroni para
comparar pares selecionados de grupos. Todos os resultados foram considerados
estatisticamente significantes para um nivel de p < 0,05.

4.15 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biol6gicos e dos
reagentes, bem como a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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5 RESULTADOS

5.1 N. caninum e seus antigenos induzem a fosforilagdo da MAPK/p38 em

macréfagos murinos

Com a intencdo de se determinar a fosforilacéo inicial de p38, JINK e ERK em
BMDMs mediante a estimulacdo por N. caninum, utilizamos a dosagem pela técnica de
CBA em lisados celulares na presenca ou auséncia de taquizoitos viaveis de N. caninum
apos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos de incubacdo. Observou-se a fosforilacdo de p38 de
modo tempo-dependente, atingindo niveis maximos entre os 15 e 30 minutos apds
contato com os taquizoitos vivos, com tendéncia para diminuir a reatividade ap6s os 60
minutos de estimulacdo. Dentro do mesmo periodo, ndo foi observado alteracGes
significativas na fosforilacdo de ERK1/2 e JNK apds a exposi¢do aos parasitos vivos
(Figura 2).

Estabelecendo-se 30 minutos como periodo 6timo de observacdo da fosforilacdo
de p38, o proximo passo foi detectar a ativagdo das MAPKs em BMDMs expostos a
diferentes fracdes antigénicas do protozodrio (taquizoitos vivos de N. caninum, NLA,
ESA) . Todos os antigenos testados foram capazes de induzir nestas células a ativacéo
de p38 (Figura 3). Pode-se observar pelo resultados obtidos que o0s taquizoitos vivos
induziram um aumento mais pronunciado da fosforilacdo de p38, se comparado com as

células estimuladas com NLA ou ESA.
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Figura 2. Deteccéo da fosforilagio de p38, INK e ERK em macrdfagos murinos momentos iniciais da
infecgdo por Neospora caninum. BMDMs foram cultivados na presenca de taquizoitos vivos (MOI1), e
apo6s 0, 15, 30, 60 e 120 minutos de infeccdo as células foram lisadas para analise por CBA. Os resultados
foram representados em dot plots representativos (A) e grafico com os resultados compilados (B). Os
resultados demonstrados sdo representativos de um Unico experimento independente em triplicata.
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Figura 3. Detecgdo da fosforilagdo de p38, INK e ERK em macrdfagos murinos infectadosinfectados por
N. caninum ou estimulados com NLA ou ESA. BMDMs foram cultivados em placa de cultura por 30
minutos juntamente com taquizoitos vivos de N. caninum (MOI1), NLA ou ESA. Apds o periodo de
incubacdo, as células foram lisadas para andlise por CBA. Os dados foram representados em graficos de
dot plot (A) e barra (B). Os valores sdao indicados como média + desvio padrdo da média. * indicam
diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05). Os resultados demonstrados sdo representativos de
um Unico experimento independente em triplicata.
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5.2 Baixa citotoxicidade dos inibidores de MAPKs em BMDMs

Com a intencdo de se otimizar a dose dos diferentes inibidores farmacoldgicos
utilizados, a viabilidade celular foi determinada para diferentes concentracbes dos
inibidores SB203580, SP600125 e PD98059 (Figura 4), por meio de diluicdes duplas
seriadas variando entre 40 e 1,25 pM. Foram observadas taxas de 112 % e 84 % de
viabilidade celular nas concentracdes mais altas do inibidor SB203580 apds 3 horas
(Fig. 4A) e 24 horas (Fig. 4B) de tratamento com o inibidor, respectivamente. Para
SP600125 foi observado taxas de 121% e 68% de células vidveis apds 3 e 24 horas de
tratamento (Figura 4C e D) e para PD98059 90% e 82% (Figura 4E e 4F),
respectivamente.

Né&o foi possivel calcular a dose citotoxica mediana (dose tdxica para 50% da
células — DTso) para os diferentes inibidores, uma vez que todos os inbidores
apresentaram viabilidade celular maior que 70%, mesmo quando as concentracdes mais
elevadas de todos os farmacos (40 uM) foram testadas. Neste cenario, determinou-se a
dose de uso de 10 uM para todos os experimentos, por apresentar os menores efeitos

citotdxicos, aliado a maior concentracdo da base farmacoldgica.
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Figura 4. Determinacdo da atividade citotoxica dos inibidores farmacologicos utilizados por MTT.
BMDMs foram cultivados na presenca de diferentes concentracdes dos inibidores SB203580 (A e B) ou
SP600125 (C e D) ou PD98059 (E e F) em diferentes tempos de tratamento (3 e 24 horas). Os resultados
foram expressos em porcentagem de células viavéis em relagdo ao controle. Os resultados demonstrados

sdo representativos de dois experimentos independentes em quadruplicata.
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5.3 N. caninum ativa MAPK/p38 e modula a producédo das citocinas I1L-12 p40 e
IL-10, e a expressdo de moléculas co-estimulatorias, mas nédo altera a expressao do

complexo principal de histocompatibilidade em BMDMs

A fim de se verificar o papel fenotipico das diferentes MAPK nas funcdes
relativa a apresentacdo antigénica exercida por macrofagos durante a infecgdo por N.
caninum, BMDMs foram tratados com inibidores especificos para p38 (SB203580),
JNK (SP600125) ou ERK 1/2 (PD98059). Primeiramente, foi verificado a funcdo das
MAPKSs na inducdo das citocinas IL-12p40 e IL-10, sendo que a inibicdo de p38
proporcionou um aumento significativo na producdo de IL-12p40 aliada a diminuicdo
de IL-10 ap6s 24 horas de exposicdo ao parasito vivo (Figura 5A e B). A inibicdo de
ERK 1/2 e JNK néo produziu diferencas notaveis em relacdo a BMDMs infectados e
ndo tratados, com excessao feita a diminuicdo dos niveis de IL-10 mediante o bloqueio
de JNK. De forma concordante, as células tratadas com SB203580 e infectado por N.
caninum apresentaram razdo IL-12 p40/IL-10 maior que o0s demais grupos
experimentais, enquanto que o bloqueio das MAPKs com os demais inibidores
especificos ndo induziu diferenca significativa em relagdo ao grupo controle.

Aliado ao perfil de citocinas produzido, foram analisados a expressdo das
moléculas  co-estimulatérias (CD80/CD86) e o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) em BMDMs mediante a infeccdo por N. caninum. Foi
observado que a infec¢cdo reduz a expressao de CD80 e CD86 se comparado a BMDMs
naive. De forma coincidente ao observado em relacdo perfil de citocinas produzido, o
pré-tratamento de BMDMs com SB203580 induziu um aumento consideravel na
expressao de CD80 e CD86 nas células infectadas, sendo que praticamente 100% das
células submetidas a esta condi¢do expressaram esta classe de moléculas co-
estimulatorias (Figura 6A).

A infeccdo por N. caninum também alterou a expressédo de moléculas de MHC
em BMDMs. A expressdao de MHCII foi aumentada apds a exposi¢do dos macréfagos
aos taquizoitos vivos de N. caninum, e a inibi¢do da via p38 induziu um ligeiro aumento
na porcentagem de células MHCII positivas. Por outro lado, a infeccdo de BMDMs
limitou significativamente a expressao de MHCI, sendo que mais de 50% dos BMDMs
infectados apresentaram-se como MHCI-, enquanto que o grupo ndo infectado

apresentou mais de 90% das células expressando MHCI (Figura 6B).
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Figura 5. Producdo de IL-12p40 (A) e IL-10 (B) por BMDMs tratados com 10 pM de SB203580,
SP600125 ou PD98059 e infectados por taquizoitos vivos de N. caninum (MOI1). A razédo entre IL-
12p40/1L-10 também ¢é demonstrada (C) Sobrenadantes de cultura foram coletados e analisados ap6s 24
horas de infeccdo. Dados sdo expressos como média + desvio padrdo. *indicam diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05 ANOVA e teste de comparacdo maltipla de Bonferroni). Os
resultados demonstrados sdo representativos de 3 experimentos independentes em quadruplicata.
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Figura 6. Caracterizacdo da expressdo de moléculas co-estimulatorias (A) e do complexo principal de
histocompatibilidade (B) em BMDMs infectados por taquizoitos vivos de N. caninum(MOI1) , na
auséncia ou presenca de SB203580. Apds 24 horas de infeccdo as células foram marcadas com
anticorpos especificos e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados sdo expressos em graficos
representativos de trés experimentos independentes em triplicata.
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5.4 N. caninum ativa MyD88 e PI3K, e modula a producéo das citocinas IL-12 p40
e IL-10 em BMDMs

A fim de definir os mecanismos que induzem os efeitos reguladores sobre a
producdo de citocinas, foram testadas duas vias de sinalizagcdo conhecidas por serem
capazes de induzir a fosforilacdo de p38: TLRs e AKT/mTOR, através de suas
principais proteinas adaptadoras, MyD88 e PI3K, respectivamente. Em concordancia
com resultados prévios que demonstraram que a producao de IL-12p40 é dependente
do reconhecimento por TLRs, os resultados aqui obtidos demonstraram que a produgéo
de 1L-12p40 e IL-10 apos exposicdo aos parasitos vivos foi completamente abolida na
auséncia de MyD88 (Figura 7A e 7B).

Por outro lado, a inibicdo da PI3K pelo inibidor Wortmannim induziu um
aumento na producéo de IL-12p40 (Figura 8A) e diminuicdo de IL-10 (Figura 8B) em
BMDMs infectados pelo protozoéario, quando comparado com o grupo ndo-tratado e
infectado, semelhante ao perfil de producdo de citocinas que ocorre nas células inibidas
por SB203580. A inibicdo dupla por SB203580 e Wortimannin de células infectadas
ndo foram diferentes daqueles submetidos a um Gnico inibidor. O grupo pré-tratado com
SB203580 ou Wortimannin ou duplo inibido (SB203580 e Wortimanin) e infectado por
N. caninum apresentaram razao IL-12p40/1L-10 maior que o grupo infectado (controle),
sendo que ndo houve diferenca estatistica entre eles (Figura 8C).

Quando analisado a producéo dessas citocinas entre BMDMs de animais WT e
PI3K'/" infectados por taquizoitos vivos de N. caninum, observa-se maior producdo de
IL-12p40 (Figura 9A) e menor de IL-10 (Figura 9B) no grupo knockout para P13k em
relacdo ao grupo selvagem. Este mesmo perfil na regulacdo positiva de IL-12 p40 é
visto nas células do WT e PI3K/ inibidos com SB203580 ou Wortimannin e infectadas.
Em relagéo a producéo de IL-10, quando o grupo PI3K’/" foi inibido com SB203580 ou
Wortimannin e infectado com taquizoitos vivos h4 uma menor producdo de IL-10
comparado com os BMDMs de PI3K'/" sem tratamento e infectados.

O grupo WT e PI3K'/ pré-tratado com SB203580 ou Wortimannin e infectado
por N. caninum apresentaram razdo IL-12p40/IL-10 maior que o grupo infectado
(controle), sendo que ndo houve diferenca estatistica entre eles. E os BMDMs dos
animais PI3K/"  ndo-tratados com SB203580 ou Wortimannin e infectados
apresentaram maior razdo 1L-12p40/1L-10 em relacdo a BMDMs WT (Figura 9C).
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Figura 7. Producdo de 1L-12p40 (A) e IL-10 (B) por BMDMs advindos de camundongos selvagens e
geneticamente deficientes para MyD88, tratados com o inibidor SB203580 e infectados por taquizoitos
vivos de N. caninum (MOI1). Sobrenadantes de cultura foram coletados e analisados apés 24 horas de
infeccdo. Dados sdo expressos como média + desvio padrdo. *indicam diferencas estatisticamente
significantes (p < 0,05 ANOVA e teste de comparagdo multipla de Bonferroni). Os resultados
demonstrados sdo representativos de 2 experimentos independentes em quadruplicata.
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Figura 8. Producéo de 1L-12p40 (A) e IL-10 (B) por BMDMs tratados com os inibidores SB203580 ou
Wortimannin e infectados por taquizoitos vivos de N. caninum (MOI1). A razdo entre 1L-12p40/I1L-10
também é demonstrada (C). Sobrenadantes de cultura foram coletados e analisados apds 24 horas de
infeccdo. Dados sdo expressos como média + desvio padrdo. *indicam diferengas estatisticamente
significantes (p < 0,05 ANOVA e teste de comparagdo multipla de Bonferroni). Os resultados
demonstrados sdo representativos de 2 experimentos independentes em quadruplicata.
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Figura 9. Producdo de IL-12p40 (A) e IL-10 (B) por BMDMs advindos de camundongos selvagens (WT)
e geneticamente deficientes de PI3K, tratados com os inibidores SB203580 ou Wortimannin e infectados
por taquizoitos vivos de N. caninum (MOI1). A razdo entre IL-12p40/IL-10 também é demonstrada (C).
Sobrenadantes de cultura foram coletados e analisados apds 24 horas de infeccdo. Dados sdo expressos
como média + desvio padrdo. *indicam diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05 ANOVA e
teste de comparacdo mudltipla de Bonferroni). Os resultados demonstrados sdo representativos de 3
experimentos independentes em quadruplicata.
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5.5 Imunizagdo de camundongos utilizando o inibidor farmacoldgico especifico
para p38 melhora a resposta imune adaptativa celular contra o desafio por N.

caninum

Devido aos resultados compilados nos experimentos in vitro, onde observamos
que a ativacdo de p38 resulta em uma inibicdo das fungdes de célula apresentadora de
antigenos dos macréfagos mediante a infeccdo por N. caninum, realizamos
experimentos baseados em protocolos vacinais utilizando o inibidor especifico da via
regulatéria como adjuvante.

Num primeiro momento, a resposta imune celular foi analisada a partir da
proliferacdo ex vivo de esplendcitos marcados com CFDA-SE ap6s estimulagéo
mitogénica e antigénica (Figuras 10). A proliferagdo das células do baco estimuladas
com o mitdgeno ConA ou anti-CD3 foi evidenciada por elevada proliferacdo em relagédo
aos grupos estimulados com NLA ou meio. No entanto, as células proliferaram de
forma mais acentuada quando estimuladas com ConA, principalmente nos animais
imunizados com SB203580 e NLA+SB203580, se comparado com o grupo PBS e
NLA. A estimulacdo com antigenos solUveis do parasito induziram baixo poder
proliferativo em todos os grupos, sendo que estes ndo apresentaram diferencas
significativas entre si.

Adicionalmente, foi acessado a cinética da resposta imune humoral de
anticorpos 1gG total e isotipos IgGl e IgG2a anti-N. caninum em soros dos
camundongos imunizados (Figura 11). Camundongos imunizados com NLA ou
NLA+SB203580 apresentaram niveis significantemente maiores de IgG total anti-N.
caninum do 15° ao 45° dia pds-imunizagdo (d.p.i.) em comparagdo com 0s animais
imunizados apenas com SB203580 e PBS (controles) (Figura 11A), contudo nao
apresentaram diferencas significativas entre si. Em concordéncia, a cinética da sub-
classe 1gG1l anti-N. caninum (Figura 11B), os grupos NLA e NLA+SB203580
demonstraram maiores niveis de 1gG1 do 15° ao 45° d.p.i. em comparagdo com 0S
grupos imunizados apenas com SB203580 e PBS (p < 0,05). E no 30° d.p.i. 0s animais
imunizados com NLA+SB203580 apresentaram niveis maiores de 1gG1 e IgG2a anti-N.
caninum em relacdo ao grupo NLA (Figura 11B). A cinética do isotipo 1gG2a anti-N.
caninum (Figura 11C) apresentou um padrdo similar daquela observada para o isotipo
lgG1.
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Apbs o protocolo de imunizagdo, os animais foram desafiados com 1x10’
taquizoitos vivos do isolado Nc-1 de N. caninum, sendo a carga parasitaria cerebral
determinada por gPCR apds 30 dias de infeccdo. Os camundongos imunizados com
SB203580 demonstraram menor carga parasitaria cerebral em relacdo ao grupo PBS (p
< 0,05) (Figura 12). Para NLA e NLA+SB203580 observou-se que ndo houve diferenca

significativa em relacdo ao grupo PBS.
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Figura 10. Ensaio de proliferacdo celular por CFDA-SE. Esplendcitos provenientes de camundongos
C57BL/6 naive ou imunizados com NLA, SB203580, ou NLA+SB203580 foram utilizados para o
experimento. Ap6s 72 horas de estimulacdo mitogénica (ConA ou anti-CD3) ou antigénica (NLA), a
fluorescéncia remanescente foi determinada em citdmetro de fluxo. Foi realizado um Unico ensaio em
quadruplicata. Valores de proliferacao celular sdo indicados como média + desvio padréo da média.
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Figura 11. Niveis de IgG total (A), 1gG1 (B) e 1gG2a (C) anti-N. caninum, determinados por ELISA, em
soros de camundongos C57BL/6 imunizados com NLA associado ou ndo com o inibidor SB203580 e
respectivos controles. Amostras de sangue foram coletadas aos 0, 15, 30 e 45 dias apds imunizagao.
Valores de indice ELISA sdo indicados como média + erro padrdo da média. * indicam diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05 ANOVA e teste de comparacdo mdultipla de Bonferroni). Os
resultados demonstrados séo representativos de um Gnico experimentos em quadruplicata.
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Figura 12. Carga parasitaria cerebral, determinada por PCR em tempo real quantitativo, em cérebros de
camundongos imunizados com antigenos soliveis (NLA) associado ou ndo com SB203580 e respectivos
controles (ndo infectado e PBS) e desafiados com 1 x 10 taquizoitos do isolado Nc-1 de N. caninum ap6s
30 dias de infeccdo. Dados sdo expressos como média + erro padrdo( p < 0,05 ANOVA e teste de

comparacdo mdaltipla de Bonferroni). Os resultados demonstrados séo representativos de um Unico
experimento septuplicata.
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6 DISCUSSAO

N. caninum é o causador da neosporose, e é reconhecido como importante causa
de doencas neuromusculares em cdes e aborto em bovinos em todo o mundo. Portanto,
esses abortos provocam um sério impacto econdmico nas indudstrias de corte e de leite
(LARSON et al., 2004; REICHEL & ELLIS, 2009). A perda econdémica na maioria das
fazendas é estimada em 2-5% ao ano, mas pode chegar a 20% por ano em algumas
propriedades rurais (GOODSWEN, KENNEDY, ELLIS, 2013).

Para controlar de forma eficaz a neosporose, é essencial que haja uma melhor
compreensdo da interacdo parasito-hospedeiro. Com esse objetivo, o presente trabalho
buscou avaliar o papel das MAPKs na modulacdo da resposta imune inata pelo N.
caninum. Sabe-se que a interacdo de diversos parasitos intracelulares, como T. gondii e
Leishmania spp, com macréfagos pode resultar na modulacdo das vias de sinalizacéo
intracelulares, como mecanismos de evasdo, a fim de se perpetuar a sobrevivéncia
destes patdgenos no hospedeiro (BASU et al., 2006).

As MAPKSs desempenham um papel central na transdugdo de sinal e regulam
diversos processos celulares, incluindo a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia das
células em todos os eucariotos. Assim, a cascata de sinalizacdo por MAPK ¢é importante
na inducgéo da resposta imune inata e adaptativa (BRULINK et al., 2011b; LAWSON et
al., 2013).

O presente estudo avaliou a ativacdo das MAPKs em BMDMs infectados por N.
caninum em diferentes intervalos de tempo e observou-se que apenas p38 foi ativada
durante a infec¢do, com maior pico de fosforilagdo apds 30 minutos. Este resultado
corrobora com o de diversos estudos ja realizados, que demonstraram que o pico do
sinal das MAPKSs ocorre entre 15 e 30 minutos apo6s a estimulacdo dos macréfagos com
lipolissacarideos (LPS), antigeno de Tripanossoma sp. (ROPERT et al., 2001), T. gondii
(KIM et al., 2005) e antigenos de helmintos (KLOTZ et al., 2011).

Ao se determinar o tempo de ativagdo das MAPKS e visto que o parasito vivo
ativa somente p38 nas condicGes testadas, foi analisado quais fragdes antigénicas de N.
caninum induziriam o mesmo perfil de ativacdo que os taquizoitos vivos. Foi observado
que os antigenos do parasito (NLA e ESA) também sdo capazes de induzir a ativacao de
p38. Desta forma, podemos inferir que a inducdo de p38 ocorre por antigenos
secretados-excretados. A busca pelos alvos antigénicos com tal potencial de ativagédo

faz-se necesséria e agora devem ser melhor investigados.
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Estudos prévios tém correlacionado a ativacdo das MAPKS, principalmente a via
p38, com a producédo de citocinas, inflamagédo, apoptose, crescimento e diferenciacdo
celular. Estes estudos demonstram que a inibicdo da ativacdo de p38 em APCs induz
preferencialmente respostas do tipo Thl (YANG et al., 2010; KLOTZ et al., 2011). Esse
fendmeno foi observado em macrofagos incubados com PAMPs de helmintos que
ativam ERK e p38 para induzir 1L-10 e regular negativamente a producéo de IL-12p40
(KLOTZ et al., 2011). YANG e colaboradores (2010) ao estimular macréfagos e células
dendriticas com LPS, flagelina, lipoproteina A, CpG e L. major observaram 0 mesmo
perfil na producéo de IL-12, pois estes PAMPs ativam a cascata de sinalizacdo via p38 e
sdo capazes de modular a resposta imune inata a seu favor. Apds inibicdo da via, 0s
autores observaram um aumento de IL-12p40 semelhante ao relatado neste trabalho
(YANG et al., 2010). De forma concordante, SALMON e colaboradores (2001)
também observaram aumento da producdo de IL-12 por macrofagos de exsudato
peritoneal estimulados com LPS mediante bloqueio farmacol6gico de p38.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com a idéia de que a inibicdo da
ativacdo das MAPKSs pode exercer um efeito na producdo de citocinas em BMDMs.
Especificamente, mostra-se que a inibicdo de p38 pode resultar no aumento dos niveis
de 1L-12p40 e diminuicdo da IL-10 em macrdfagos infectados por N. caninum. No
entanto, o papel da via de sinalizacdo de p38 na producdo de IL-12 € ainda controverso.
Enquanto alguns grupos de pesquisa defendem que a inibi¢do de p38 contribui para o
aumento dos niveis de IL-12 em células inatas estimuladas por diversos antigenos,
outros demonstram que a delecdo dessa via tem feito negativo na producdo de IL-12
(KIM et al., 2005, 2008; KANG et al., 2008). Porém, deve-se considerar o modelo
experimental de cada estudo, ou seja, o tipo celular, os antigenos e o tempo de infecgdo
observados.

De acordo com a literatura e os resultados obtidos no presente trabalho, a
inibicdo da via p38 ndo altera somente sintese de citocinas frente a infeccdo, mas
também aumenta a expressao de moléculas co-estimulatérias, como CD80 e CD86 em
células apresentadoras de antigeno (RINCON et al., 1998; YU et al., 2003;
BERENSON et al., 2006). Em concordancia com os modelos citados, observamos que
macrofagos infectados por N. caninum apresentam uma diminuicdo na expressao de
CD80 e CD86, e mediante bloqueio da via de p38, hd uma regulacdo positiva na
expressao das moléculas co-estimulatorias, principalmente CD80. Contudo, a via em
estudo ndo esta relacionada a diminui¢do da expressdo de MHC 1 e Il por taquizoitos,
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uma vez que ndo houve alteracdo significativa na expressdo das diferentes classes de
MHC ap6s ensaios com inibicdo quimica. Seguindo tais dados, o bloqueio da
fosforilagéo de p38 pode contribuir com a melhor ativacdo e direcionamento da resposta
adaptativa na tentativa de eliminar e controlar a infeccdo.

Neste contexto, os inibidores de p38 tem demonstrado ter atividade anti-
parasitaria contra os parasitos do filo Apicomplexan tanto in vitro como in vivo
(HAMMAKER & FIRESTEIN, 2010; BRUMLIK, et al., 2011a). Estudos recentes
mostraram que diversos inibidores de p38 (SB203580 e SB202190) podem ser utéis no
tratamento de infec¢bes por T. gondii, E. cuniculi e P. falcipurum, uma vez que
diminuem a replicacdo do parasito e se mostram atdxicos para células de mamiferos in
vitro (WEI et al., 2002, 2007; BRUMLIK et al., 2011b), e bem tolerados quando
administrados em camundongos (WEI et al., 2007). O envolvimento das MAPKSs na
invasdo e replicacdo dos taquizoitos de T. gondii foi também apresentado por KIM e
colaboradores (2006), no qual a infeccdo de células HeLa por T. gondii resultou em um
aumento da fosforilagao das MAPKS, e ao se tratar com 0s inibidores SB203580 e/ou
SP600125, houve inibicdo na replicacdo dos taquizoitos.

Dessa forma, ao se imunizar camundongos C57BL/6 com NLA na presenca do
inibidor SB203580, observou-se que as células dos animais imunizados com o inibidor
proliferam mais em relacdo ao grupo NLA e PBS, quando estimulados com mitégenos,
mostrando uma maior potencialidade de resposta se comparado aos animais imunizados
somente com antigenos parasitarios. No entanto, deve-se considerar que 0s antigenos
deste protozoario suprimem vigorosamente a ativacdo e proliferacdo de linfocitos T.
Assim, quando os camundongos foram desafiados com N. caninum, observou-se uma
menor carga parasitaria do grupo imunizado somente com SB203580 em relacdo aos
grupos PBS, NLA e NLA+SB203580, mostrando um efeito protetor do inibidor de p38
e supressor do NLA. Portanto, a utilizacdo de inibidores p38 para o desenvolvimento de
drogas antiparasitarias pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas contra
agentes patogénicos intracelulares, aumentando a ativagdo das células T e direcionando
para um perfil Th1 (NAKAHARA et al., 2006; BASU et al., 2006; YANG et al., 2010;
KLOTZ et al., 2011).

Com a intencdo de desvendarmos os mecanismos moleculares responsaveis pela
ativacdo da via em analise, verificamos o papel das proteinas adaptadoras MyD88 e
PI3K no contexto abordado. Os resultados obtidos indicam que a ativacéo de p38 por N.
caninum ¢é dependente de PI3K, devido ao perfil de citocinas semelhantes, no qual ha
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um aumento na producdo de IL-12p40 e dimuicdo de IL-10 em macrofagos de animal
knockout para PI3K ou selvagem apos o tratamento com os inibidores de PI3k e p38 e
infectados pelo parasito vivo. Estes achados estéo de acordo com LIU et al. (2007), que
demonstraram que os macrofagos tratados com Wortmannin - inibidor farmacologico de
PIBK - e estimulados com LPS regulam positivamente a producdo de IL-12.
Adicionalmente, o tratamento com SB203580 e Wortmannin em macrofagos derivados
de animais geneticamente deficientes para PI3K ndo resulta em efeito aditivo
consideravel na producdo de IL-12 ap6s a infeccdo por taquizoitos vivos de N.
caninum.

Contudo, € necessario levar em consideracdo que Wortmannin bloqueia todas as
isoformas de PI3K, enquanto que os animais utilizados neste estudo apresentam
deplecdo génica somente para isoforma pl110a. As isoformas de PI3K sdo divididas em
trés classes (classe I, classe Il e classe I11) com base em caracteristicas estruturais. As
proteinas da familia PI3Ks classe |, as mais abordadas experimentalmente, s&o
representadas pelas isoformas p110a, p110p, p110y e p110d, embora ainda haja muito a
ser aprendido sobre sua cascata de sinalizacdo. A Classe Il é representado pela PI3K-
C2a, PI3K-C2p e PI3K-C2y, que permanecem enigmaticas, com papéis na transdugao
de sinal mal definidos. E a classe Ill é representada pela VPS34, também conhecido
como PIK3C3 e a sua importancia fisioldgica ndo é clara. Nos mamiferos, PI3Ks de
classe I estdo presentes em todos os tipos de células, com p110d e pl10y sendo
altamente enriquecido em leucdcitos (VANHAESEBROECK et al., 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que as isoformas de classe | desempenham
papéis distintos na sinalizacdo celular (UTERMARK et al., 2012). Estudos prévios,
também mostram o envolvimento transducdo de sinal via PI3K/AKT e MAPK na
regulacdo da resposta imune inata contra L. stagnalis, na funcdo de fagocitose e
motilidade celular (ZELCK, GEGE & SCHMID, 2007) e na producao de oxido nitrico
(NO) por macrofagos estimulados com antigeno de L. donovani (BASU et al., 2006), e
na regulacdo negativa na produgdo de IL-12 por L. amazonensis em BMDMs
(RUHLAND & KIMA, 2009). Adicionalmente foi demonstrado que a cepa RH de T.
gondii modula a producéo de IL-12 em macrofagos via ativagdo de p38 independente de
MyD88, enquanto a cepa ME-49 regula a citocina via ERK1/2 e p38 dependente de
MyD88. Além disso, a via PI3K, iniciada através receptor acoplado a proteina G,
também pode conduzir a ativacdo de ERK1/2 por ambas as linhagens do parasito. (KIM
et al., 2006).
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Assim, PI3K ativa p38 em resposta a ativacdo de receptores tirosina quinase ou
receptores acoplados a proteina G, que culminam na regulagdo de um conjunto
diversificado de funcGes bioldgicas (ZELCK, GEGE & SCHMID, 2007). Dessa forma,
os resultados aqui apresentados sugerem que N. caninum manipula a via PI3K/p38 a seu
favor, com a finalidade de se regular negativamente a resposta imune inata do
hospedeiro (Figura 13). Neste sentido, esta via pode ser uma potencial ferramenta para
intervencOes terapéuticas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar a
cascata de sinalizacdo PI3k/AKT e p38 desencadeada pelo N. caninum em BMDMs, e
melhor determinar o papel desta via na resposta imune inata, como 0S mecanismos
efetores. Adicionalmente, faz-se necessario desvendar quais proteinas secretadas do
parasito tem a capacidade de modular ativamente esta via de sinalizacéo intracelular.

N. caninum

Macrofago

T MHC =
41~ CDB0/CD86
P
®
¢ e
1+ IL-12 J
J IL-10 4

Figura 13. Modelo proposto no presente estudo para sinalizagdo via MAPK durante infeccdo por N.
caninum em macréfagos. Diagrama apresenta a participacdo de p38 nas vias de sinaliza¢do induzidas por
MyD88 e PI3K. Apo6s o reconhecimento de antigenos por TLRs, a ativacdo via MyD88 proporciona
maturagdo dos macréfagos como células apresentadoras de antigenos, por meio do aumento da producéo
da citocina IL-12 e expressdo de moléculas co-estimulatérias (CD80/CD86), e consequente diminui¢do na
producdo de IL-10. Contudo, a fosforilagio da MAPK p38, via PI3K ativado por antigenos
excretados/secretados do parasito, regula negativamente tais fenémenos, levando a um aumento de IL-10
e consequente reducdo da produgdo de IL-12 e CD80/CD86. Antigenos excretados-secretados ( = );
citocinas (¢ ).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados aqui descritos, podemos concluir que:

- Neospora caninum ativa p38, mas ndo JNK e ERK1/2, durante a interacdo inicial

com macrofagos;

- A ativacdo de p38 é induzida por antigenos secretados/excretados de taquizoitos

viaveis de N. caninum;

- A fosforilacdo de p38 leva a modulacdo negativa da producdo de IL-12 p40 e

moléculas co-estimulatérias em macrofagos;

- Em contrapartida, a ativacdo de p38 em macrofagos por por N. caninum induz um

aumento da citocina regulatéria IL-10;

- Tal ativacdo da MAPK p38 é induzida por PI3K, em contraposic¢do a sinalizacao
pré-inflamatoria induzida por TLR/MyD88;

- O blogueio de p38 em camundongos imunizados induz um aumento da atividade de

celulas imunes, incrementando o controle da infecgao.
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ANALISE FINAL N¢ 089/12 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 029/12

Projeto Pesquisa: “Avaliacao do papel das vias de sinalizagao e fatores de
transcricao em celulas apresentadoras de antigeno frente a Toxoplasma gondii
e Neospora caninum”

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. José Roberto Mineo

O protocolo nac apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAQO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.
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